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4 Zugleich ein Beitrag 
i gur Frage der antagonistischen Inkretwirkungen, 
Von 
ny H. Zondek und H. Ueko. 
: Mit 7 Figuren im Text, 
5 
(Aus der I. med. Universitatsklinik der Charité [Berlin]. Direktor: Geh. Rat His.) 

: (Der Redaktion zugegangen am 14. Mai 1925.) ; 
a In einer Reihe friiherer Arbeiten) haben wir an der Hand 
_@@ experimenteller und klinischer Befunde mitgeteilt, daB die 
a Wirkungsweise der Inkrete keineswegs eine konstante ist 

sondern in hervorragendem Mae von den Milieubedingungen 


abhingt, in denen das Hormon zur Auswirkung gelangt. — 
3 § Wenn man in der Lésung eines Hormons den Gehalt an 
. Elektrolyten durch Hinzufiigung von Ca”, K’, Mg” oder durch 5 
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration variiert, so kann - 
eine Verinderung der Hormonwirkung eintreten. Einmal kommt 
es zu einer Verstirkung bzw. Abschwichung derselben, unter 
gewissen Bedingungen li8t sich aber auch eine Umkehrbarkeit 
der hormonalen Wirkungsrichtung beobachten. Diese Fest- 
stellungen legten die Annahme nahe, daB auch im Kérper die 
Wirksamkeit der Hormone yon den Bedingungen an der Zelle 
des Erfolgsorgans abhingig sei und an der Kérperperipherie 
den jeweiligen Bediirfnissen entsprechend modifiziert und ab- 


) H. Zondek u. T. Reiter, Klin. W. 1928, Nr. 29; Zs. f. klin. 
Med, Bd. 99, S. 189 (1923); H. Zondek u. H. Ucko, Klin. W. 1924, 
8. 1752, Nr. 29 u. Nr. 84; 1925; Nr. 1. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVIII. 8 








oe er eT ee 8: 4 
Cann A Sa eal MORES FSS lls B, SES teh Sa a aie energy fy re ee ‘KE sate gee cients " 
Pica ois rc SS nase BRE asad eS Wea Ned AS) Sl ESS SES SRO Cot vi 


7 
: 








Ld slat PANT IRS Sah aM SCS em Sts mein lite te 


112 H. Zondek und H. Ucko, 


gestimmt wiirde. Uber den Mechanismus dieses Regulations- 
systems hat der eine von uns (Zondek) schon in einer friiherey 
Arbeit Genaueres mitgeteilt.") Mit der Feststellung der Variabi- 
litat und peripheren BeeinfluBbarkeit der Hormonwirkung war 
einerseits die Méglichkeit gegeben, das fein abgestimmte In- 


einandergreifen der verschiedenen Inkrete auf einfachere Weise |; 
als dies bisher méglich war zu erklaren. Andererseits war | 


ein fiir die Entstehung endokriner Stérungen wesentlicher 


Faktor gefunden: das abnorme Zell- und Gewebsmilieu des § 


Erfolgsorgans. Wiahrend bislang die Abhingigkeit und Zu- 


sammengehoérigkeit der endokrinen Driisen, wie sie klinisch | 


und experimentell in Erscheinung tritt, auf direkte bestimmte 
Gruppen des endokrinen Systems verbindende Hinfliisse zuriick- 
gefihrt wurde, nahmen wir nunmebr an, dab die gegenseitige 
hormonale Korrelation auch auf dem Wege iiber die Peripheric 
erfolgen kénne. Die physikalisch-chemischen Anderungen, in 
deren Rahmen die Funktion der normalen Zelle abliuft, um- 
faBt den Kreis der jeweiligen fir die Wirksamkeit der ver- 


schiedenen hier angreifenden Hormone optimalen Bedingungen. 


Andert sich der Zellzustand, so ist damit die Wahrscheinlich- 


keit gegeben, daB nicht nur eines, sondern alle an der Zelle & 


angreifenden Inkrete in ihrer Wirkungsart veraindert werden. 
Klinisch gesprochen, ist damit ein pluriglandulirer Symptomen- 
komplex geschaffen, In pathogenetischer Hinsicht kénnen mit 
Anomalien der peripheren Einstellung eine Anzahl von endo- 
krinen Krankheitsbildern erklart werden, bei denen die Driisen 
selbst sowie ihre Sekretionsprodukte véllig intakt sind. 

Ks wurde bis vor einiger Zeit als eine feststehende Tat- 


sache betrachtet, daB innerhalb des hormonalen Driisensystems § 


sich bestimmte Driisen in funktioneller Beziehung antagonistisch 
gegeniiberstehen. Als solche Antagonisten wurden z. B. Schild- 
driise und Thymus, Schilddriise und Pankreasinselapparat, 
Pankreasinselapparat und Nebennieren u. a. angesehen. Wir 
werden auf diese Frage unten zu sprechen kommen, méchten 
aber schon hier zum Ausdruck bringen, daB die Produkte 


= 





1) Dtsch. med. W. Nr. 12 (1924). 
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einer jeden der genannten Driisen — worauf wir schon in 
friheren Arbeiten (1. c.) hingewiesen haben — neben der fir 
die betreffende Substanz als typisch angesehenen Wirkungs- 
richtung auch eine dieser Richtung entgegengesetzte an den 
Tag legen kénnen. | 
Es ergab sich die Frage, wie die von uns festgestellte 
Umkehrbarkeit der Hormonwirkung zustande kime. Verfolgt 
man den Ablauf einer Inkretwirkung im einzelnen genauer, so 
kann man feststellen, daB der zunichst eintretenden, fiir das 
betreffende Hormon als typisch betrachteten Wirkung stets 
eine zweite, ihr entgegengesetzte folgt. Diese Tatsache ist 
zwar fast allgemein bekannt, aber bisher niemals besonders 
beriicksicht worden. So tritt regelmaSig nach Adrenalinzufuhr 
im Gefolge der charakteristischen Blutdrucksteigerung eine 
Blutdrucksenkung auf, wie auch der Adrenalinhyperglykamie 
eine kurzdauernde Hypoglykamie folgt. Die Pituitrinwirkung 
juBert sich im Tierversuch darin, daB zunichst Diurese- 
steigerung, dann Diuresehemmung auftritt, daB ferner am 
isolierten Uterus nach der Kontraktionsphase eine solche der 


| Erschlaffung eintritt. Der durch Insulin hervorgerufenen charak- 


teristischen Blutzuckersenkung folgt, wenn man geniigend sorg- 


| faltig untersucht, stets eine deutliche Blutzuckersteigerung usw. 
| Bisher neigte man dazu, diese der ersten Phase folgende Nach- 


wirkung als eine sogenannte ,,Reaktion“ anzusprechen und 
damit die Vorstellung zu verbinden, da darin eine der 
lebendigen Zelle eigene Schutzvorrichtung lige, durch die ge- 
wissermaBen die Schockwirkung des zugefiihrten Giftes aus- 


| geglichen werde. Diese Nachwirkung wurde somit als ein 


passiver Hergang von sekundarer Bedeutung gedacht, der eine 
Folge des eigentlichen und charakteristischen Anschlags dar- 
stellte, wie etwa ein aus seiner Ruhelage gebrachtes Pendel 
nach der entgegengesetzten Seite ausschlagt, ehe es in seine 
Ausgangsstellung zuriickkehrt. 

Hs lag nun nahe anzunehmen, dab diese ,,Reaktion“ eine 
Erklirung fir die von uns friher gefundene Reversibilitait der 
Hormonwirkung enthalten kénne. Folgende Versuchsergebnisse 


Scheinen uns eine Klaérung dieser Frage zu geben. 
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Versuchsanordnung. 


Wir verwandten als Untersuchungsobjekt den EinfluB des 


Insulins auf den Blutzuckerspiegel des Kaninchens. Die Tiere 
wurden etwa 20—24 Stunden vor Beginn des Versuchs niichtern 
gehalten. Nach einer Blutentnahme aus der Ohrvene wurde 
in der einen Versuchsreihe eine geringe Insulinmenge (etwa 
1/, klin. Einheit in 0,7 ccm Fliissigkeit enthalten) intravenis 
injiziert. Bei nicht einwandfrei gelungener intravenéser In- 
jektion wurde der Versuch abgebrochen. Stiindliche Blut- 
entnahmen folgten. 

Als Insulinpraéparate wurden verwandt: Iletin, Brand, 
Wellcome. 

AuBer Intensititsunterschieden konnten wir keinerlei Be- 
sonderheiten bei Verwendung der verschiedenen Priparate 
feststellen. 

In einer zweiten Versuchsreihe, die bei denselben Tieren 
nach einigen Tagen stets mit demselben Praparat vorgenommen 
wurden, kombinieren wir die gleiche Insulinmenge mit 75 bis 
100 mg CaCl,, in einigen Versuchen mit den gleichen Mengen 
MgCl,. Es wurden von einer 10°/,igen Lésung 0,75—1 ccm 
verwandt. Die injizierte Gesamtmenge betrug 0,85—1,1 ccm 


Fitissigkeit. Die Mischung des Insulins geschah unter gutem ff 


Umschiitteln unmittelbar vor der Injektion. 


Die Blutzuckerbestimmung wurde nach der Mikromethode 


von Michaelis nach Bertrandschem?) Prinzip vorgenommen. 
Zu jeder Bestimmung ist 1 ccm Fluoridblut erforderlich. Die 
EnteiweiBung erfolgte nach Rona- Michaelis mittels kolloidalem 
Kisenhydroxyd. Kontrollbestimmungen stimmten bis auf 0,02 
bis 0,03 com n/100-KMnO, iiberein. Zur Erzielung genauer 
Resultate muB darauf geachtet werden, daB die Bestimmung 
unmittelbar im Anschlu8 an die Blutentnahme gemacht wird, 
um fermentativen Zuckerabbau auszuschalten. 


Es wurden im ganzen etwa 80 einwandfreie Versuche ge- 
macht, von denen eine Anzahl folgen mégen. 





1) Biochem. Zs. 59, 1914. 
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¢ 


Besprechung der Versuche. 


Die nachstehenden Kurven lassen einmal erkennen, daB eine 
Insulininjektion, wie schon oben erwahnt, stets eine Blutzucker- 
senkung mit anschlieBender, z. T. geringer Blutzuckersteigerung 
mur Folge hat. In den meisten Fallen pflegt die Steigerung 
geringer an Intensitét und Dauer zu sein als die Senkung 
doch waren beide Phasen auch bisweilen gleich stark aus-. 
geprigt. Die Steigerung lieB sich nur feststellen, wenn eine 
relativ geringe Insulinmenge injiziert wurde. Nur bei Zu- 
fihrung kleiner und kleinster Hormonquanten, die 
ja auch den physiologisch im Organismus zur Wirk- 
samkeit gelangenden Dosen entsprechen, gibt sich 
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iiberhaupt die Erscheinung der zweiten Phase deut- 
lich kund. Nur diese kleinsten Quanten vermag .der Organis- 
mus in ihren Auswirkungen den jeweiligen Bediirfnissen ent- 
sprechend abzustimmen, wobei nach unserer Auffassung hervor- 
zuheben ist, dab der Kérper zum Zwecke der Aufrecht- 
erhaltung dauernder physiologischer Gleichgewichts- 
lagen hinsichtlich Blutdruck, Stoffwechsel usw. die 
zweite Phase der Hormonwirkungen in gleicher Weise 
wie die erste bendtigt. Grobe Hormonmengen wirken 
sicherlich schockartig im Sinne schwerer Giftwirkung auf dic 
Zelle. Unter diesen Umstinden ist die Zahigkeit des hormo- 
nalen Regulationssystems unterbunden (H. Zondek). 
Weiterhin zeigt sich, daB die Kombination mit den an- 
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gefiihrten Mengen von CaCl, bzw. MgCl, ein Hervortreten der 
Blutzuckersteigerung nach Insulininjektion zur Folge hatte. 
(Kontrollversuche mit CaCl, allein waren ergebnislos.) Die 
Blutzuckersenkung erwies sich in verschiedenen Versuchen als 
deutlich vorhanden, in anderen als kurzdauernd und von ge- 
ringer Tiefe, in einer Reihe von Versuchen als ginzlich ver- 
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schwunden, so daB die Blutzuckersteigerung als die 
wesentliche Insulinwirkung hervortrat. Bemerkenswert 
ist, daB unter solchen Bedingungen die blutzuckersteigernde 
Wirkung des Insulins auch erheblich starker ist als dies in 
der Norm der Fall zu sein pflegt. Wir konnten somit die 
bisher als sekundir und bedeutungslos aufgefaBte Nebenwir- 
kung als ausgesprochenen und dominierenden Insulineffekt 
erzielen. 

Wir nehmen daraufhin an, da8 die Insulinwirkung sich als 
eine doppelte Reaktion darstellt mit einer ersten Phase der 
Blutzuckersteigerung und einer zweiten der Blutzuckersenkung. 
Normalerweise tritt auf Insulininjektion eine deutliche I. Phase 
und eine geringere II. Phase ein; bei abgeinderten Bedingungen 
kommt es zu einem Zuriicktreten der I. auf Kosten der II. Phase. 
Die Blutzuckersteigerung ist keine bedeutungslose Zellreaktion, 
sondern ein charakteristischer Teil der Insulinwirkung, 
ein aktiver, fiir den natirlichen Funktionsablauf der 
Zelle unerlasslicher und der L Phase gleichwertiger 
Vorgang. Im gleichen Sinne muB auch der oben erwihnte 
Reaktionsablauf simtlicher anderen bekannten Hormone auf- 
gefaBt werden. Die Wirkung der Hormone scheint unter 
allen Umstinden eine zweiphasige zu sein. 

Auch auf andere Weise ist die Zweiphasenwirkung des 
Insulins feststellbar. Gabbe?) zeigte, daB auch die der 
Insulininjektion folgende Stoffwechselanderung bei geniigend 
langer Ausdehnung der Versuche (bis zu 6 Std.) sich keines- 
wegs als gleichsinnig darstelle. Wahrend der O,-Verbrauch 
innerhalb der ersten 3 Stunden gleich bleibt bzw. sinkt, ist 
in den naichsten 3 Stunden ein erheblicher Anstieg desselben 
feststellbar. (Die stoffwechselchemische Bedeutung dieser Be- 
funde soll hierbei nicht beriicksichtigt werden.) 

Wie die Insulin- erweist sich auch die Adrenalinwirkung 
bei genauerer Betrachtung als doppelphasig. E.K ylin*) konnte 





1) Gabbe, Klin. W. Nr. 15 (1924). 
%,E. Kylin, Zur Frage der Adrenalinreaktion. Klin. W. Nr. 11, 
S. 501 (1925). 
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zeigen, daB das Ca-Ion die steigende, das K-Ion die fallende 
Phase der Adrenalinreaktion zu verstirken imstande sei. 

Er konnte die Doppelphasigkeit des Adrenalins auch an 
der Hand seiner sich auf den Blutzuckerspiegel erstreckenden 
Wirkungen erweisen. Auch hinsichtlich des Einflusses des all- 
gemeinen Stoffwechsels ist der Adrenalineffekt nach Vollmer’) 
ein doppelphasiger. Wihrend die erste Phase mit erhdhter 
Siureausscheidung einhergeht, und durch Phosphor und Kalium- 
verminderung, inkonstante Calciumvermehrung sowie durch 
Hyperglykimie gekennzeichnet ist, treten in der I. Phase Phos- 
phor- und Kaliumvermehrung, Calciumverminderung und Hypo- 
glykimie auf; in der I. Phase mithin das acidotische Sydrom 
der’ Rachitis, in der IJ. Phase das alkalotische der Tetanie 
im Sinne von Freudenberg und Gyérgy. Es ist wohl denk- 
bar, daB die Elektrolytkombination an der Zelle und damit 
ihre Reaktionsfahigkeit gegeniiber den Hormonen zu verschie- 
denen Jahreszeiten eine verschiedene ist, daB daher das gleiche 
Hormon wihrend des Frithlings im Sinne der ersten, wahrend 
des Herbstes im Sinne der II. Phase oder stoffwechselchemisch 
ausgedriickt das eine Mal im Sinne der Acidose, das andere 
Mal im Sinne der Alkalose zur Wirkung gelangt. Hier ist 
an die Befunde von H.Straub?) zu erinnern, der iiber physio- 
logische Jahresschwankungen der Kohlensiurebindungskurve 
und Reaktion des Blutes berichtet. Das Blut erwies sich zu- 
meist im Friihling etwas saurer als im Herbst. Es ist ferner- 
hin durchaus nicht notwendig, anzunehmen, daB die verschiede- 
nen Organe des gleichen Organismus zur gleichen Zeit gegeniiber 
den Hormonen die gleiche Reaktionsfihigkeit hinsichtlich der 
Zweiphasenwirkung zeigen. Wahrend das Insulin an der Leber- 
zelle im Sinne des Glykogenaufbaues tatig ist, kann es sehr 
wohl die Muskelzelle im Sinne der Glykogenspaltung beein- 
flussen, ein Vorgang, in dem man eine zweckmaBige korrespon- 
dierende Erginzung wird erblicken kénnen. Unter diesem 





1) Vollmer, Deutsche med. W. Nr. 27 (1924) u. Klin. W. Nr. 13 
(1928). 

*) H. Straub, Jahresschwankungen der Atmungsregulation. Verh. 
d. dtsch. Ges. f. inn. 7: S. 102 (1922). 
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Gesichtspunkt kliren sich mancherlei Widerspriiche nicht nur 
hinsichtlich der Untersuchungsergebnisse des Insulins, sondern 
auch vieler anderer Hormone auf. Wir méchten hier vor allem an 
die Hypophysenhinterlappenpriparate erinnern. Wéahrend die 
Mehrzahl der Autoren im Pituitrin und Pituglandol Mittel sieht, 
die lediglich diuresehemmend wirken, sprechen andere von 
diuresesteigernden Wirkungen der Substanzen, so daB man 
schlieBlich iibereinkam, zwei verschiedene Produkte des 
Hypophysenhinterlappens anzunehmen. Wir glauben, da8 dem 
nicht so ist, daB vielmehr die wechselnden Ergebnisse hin- 
sichtlich der Diuresewirkung davon abhangig sind, welchen physiko- 
chemischen Voraussetzungen der Hypophysenhinterlappenextrakt 
an der Zelle begegnet, wovon es wiederum abhangt, ob nun die 
I. oder die I]. Phase in ihrer Wirkung als dominierender Effekt 


| hervortritt. 


Die Tatsache, daB der EKinflu8 des Hormons je nach den 
Milieuverhaltnissen sich in zwei entgegengesetzten Effekten 
juBert, erklart einmal die oben erwahnte Reversibilitat der 


| Hormonreaktion und bringt andererseits die Hormonwirkung 


in gewisse Analogie sowohl zu den exogenen Giften 
(8. G. Zondek) als auch zur Wirkungsweise der Fermente. 


| Wir wissen heute, daB ein Enzym sowohl fahig ist, gewisse 


Stoffe zu zerlegen, wie sie aus ihren Spaltprodukten wieder 
aufzubauen. Als erstem gelang wohl A. Croft Hill*) der 
Nachweis einer enzymatischen Reversion. Er lie’ Hefemaltase, 
die Maltose in Traubenzucker zu spalten vermag, mehrere 
Monate lang auf Traubenzucker einwirken und konnte schlieB- 
lich wieder Maltose (nach Emmerling eigentlich Isomaltose) 
erzeugen. Auer der genannten sind noch andere Kohlehydrat- 
synthesen fermentativer Art beschrieben. Auch bei den 
Fetten, also den Estern der Fettsiuren, sind durch Enzyme 
hervorgerufene Synthesen bekannt. (Beschleunigung der Bildung 
von Butterithylester aus Buttersiure und Alkohol durch Pan- 
creaslipase.) Beispiele ahnlicher Art lieBen sich noch in groBer 
Zahl anfiihren. Als wichtigste Milieuinderung kommt bei den 


atiialitetias 





1) Journ. of the Chem. Soc. Bd. 78, S. 634 (1898). 
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enzymatischen Synthesen die Temperatur in Frage. Bei hohen 
Temperaturen laufen mehr endotherme, bei niedrigen mehr 
exotherme Vorginge ab. 

Fir die Art der Reversibilitit der Hormonwirkung ist es 
charakteristisch, daB unter normalen Bedingungen beide Phasen 
nicht wie bei der reversiblen chemischen Reaktion neben- 
einander, sondern nacheinander ablaufen. Diese Erscheinung 
erklart sich nach unserer Auffassung folgendermaBen: Die 
Hormonwirkung vollzieht sich, soweit unsere Kenntnisse reichen, 
ausschlieBlich an der lebendigen Zelle. Eine im Reagenzglas 
ablaufende hormonale Reaktion kennen wir wenigstens bisher 
nicht. Mit dem Ablauf der durch das Hormon ausgelisten 
spezifischen Zellreaktion gehen stets charakteristische chemische 
Vorginge und damit in Verbindung stehende physiko-chemische 
Zustandsinderungen der Zellkolloide einher. Am Muskel laufen, 
wie Meyerhof gezeigt hat, zwei Vorginge nebeneinander her; 
der anoxybiotische Abbau des Glykogens iiber das Lactacidogen 
zur Milchsiure und der oxybiotische Aufbau von Glykogen aus 
einem Teil der gebildeten Milchsiure. Fraglos sind diese beiden 
entgegengesetzt laufenden Prozesse von standigen Anderungen 
des Zellmilieus, speziell des Aciditatsgrades begleitet. Da8 mit 
Anderung der Aciditit die Hormonwirkung variabel ist, haben 
wir friiher gezeigt (a. a. O.). Wirkungsinderung und Wirkungs- 
richtung des fiir den Muskel zustindigen Hormons (Thyroxin’? 
Adrenalin?) werden wahrscheinlich durch die zunehmende 
Sauerung automatisch blockiert und umgekehrt, so daB das gleiche 
Hormon unter den verinderten Bedingungen nunmehr den zweiten 
Vorgang, den Wiederaufbau des Glykogens beeinfluBt. So be- 
stimmen die indirekt durch das Hormon bedingten Zellinde- 
rungen anderseits auch wieder den hormonalen Wirkungstyp. 
Es kommt zu einer besonderen Form der Reversibilitit, eben 
der durch das Auttreten zwei aufeinanderfolgender Phasen ge- 
kennzeichneten, die wir mit Riicksicht auf ihre stindige Ab- 
hangigkeit von der Struktur der Zellkolloide als die ,gebundene 
Reversibilitat“ bezeichnen méchten. Hierbei soll im besonderen 
auf den Unterschied gegeniiber dem Nebeneinanderauftreten 
der beiden Reaktionsrichtungen bei der einfachen chemischen 
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Reaktion Bezug genommen sein, wie sie sich nach dem Massen- 
wirkungsgesetz darstellt. 

Das Ergebnis unserer bisherigen Betrachtungen gipfelt in 
der Tatsache, daB die Wirkung der Hormone in 2 Phasen ver- 
lauft oder verlaufen kann, die beide fir Werden und Aufrecht- 
erhaltung der physiologischen, um eine gewisse Gleichgewichts- 
lage oscillierenden Zellreaktionen von gréBter Bedeutung sind. 
Adrenalin steigert den Blutzuckergehalt, kann ihn aber auch 
senken, fiir das Insulin gilt letzten Endes das Gleiche. Dab 
auch andere gewéhnlich als Antagonisten angesprochene Hormone 
(z. B. Thyreodea- und Thymusstoffe) unter gewissen Bedingungen 
gleichsinnig wirken, wird der eine von uns (Zondek) in Ge- 
meinschaft mit Bernhard an anderer Stelle mitteilen. Es ist 
iibrigens schon friiher von uns an der Hand des Kaulquappen- 
versuches Ahnliches mitgeteilt worden (H. Zondek u.T. Reiter. 
Wir haben es, wie wir gezeigt haben, mittels bestimmter 
experimentell faBbarer Bedingungen in der Hand, Inkrete, die 
bislang als typisch antagonistisch angesehen wurden, zu Syner- 
gisten zu gestalten. 

Wie stellt sich nun im Lichte dieser Tatsache die Frage 
der antagonistischen Wirkungsrichtung der Inkrete dar? Wir 
stehen nicht an, zu erkliren, daB es nach unserer Auffassung 
einen Antagonismus in diesem Sinne gar nicht gibt. Der physio- 
logische Gleichgewichtszustand, der in der Funktion 
der normalen Zelle zutage tritt und allen Einflissen 
zum Trotz hinsichtlich des Blutdrucks, des Wachs- 
tums, der Verbrennungsvorginge usw. aufrecht er- 
halten wird, erheischt die Gegenwart von Stoffen, 
die jeder Zeit regulierend nach der einen oder der 
anderen Richtung einzugreifen befahigt sind. 

Diesem Postulat leisten die Hormone mittels ihrer Fahig- 
keit, in zwei antagonistisch gerichteten Phasen wirken zu kénnen, 
geniige. Dieser Antagonismus aber ist kein dem Hor- 
mon an sich eigentiimlicher, er entsteht vielmehr erst 
jeweils, wenn die Substanz zu einem bestimmten an 
sich veranderlichen Zellmilieu in Beziehung tritt. 
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Kisenstudien. ’) 
1, Mitteilung. 


Zor Frage der Einwirkung von Verdauungsfermenten auf 
das Hamoglobineisen. 


Von 


Georg Barkan. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Frankfurt a, M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14, Juni 1925.) 


1. Einleitung. 

Eine groBe Anzahl von Untersuchungen?) galt lange Zeit 
hindurch der Frage, ob anorganisches und organisches Hisen 
vom Magen—Darmkanal aus in gleicher Weise resorbiert wird 
oder ob eine der beiden Formen besser verwertet wird und 
daher bei der medikamentésen Verabfolgung zu bevorzugen ist. 
Auf Grund des vorliegenden T'atsachenmaterials kommen Meyer 
und Gottlieb’) fiir die therapeutische Praxis zu dem Schlub, 
,daB alle Eisenpriparate -—- mit Ausnahme der Hamoglobin- 
derivate, die sich nur wie eisenreiche Nahrung zu verhalten 
scheinen —- einander prinzipiell gleichwertig sind.“ Fischler 





*) Vgl. G. Barkan, Klin. Wochenschr. Bd. 2, 8. 1748 (1923). 

*) Die einschligige Literatur findet man iibersichtlich zusammen- 
gestellt beispielsweise bei Erich Meyer, Ergebnisse der Physiologie 
Bd. 5, 8. 698 (1906); W. Heubner, Handbuch der Balneologie Bad. Il, 
S. 181 (1922); F.Fisechler u. Th. Paul, Zs. f. klin. Mediz. Bd. 99, 
S. 447 (1924); ferner in den betreffenden Kapiteln der bekannten Lebr- 
biicher von E. Abderhalden, 5. Aufl. (1928), Berlin und Wien, sowie 
H. H. Meyer u. R. Gottlieb, 6. Aufl., Berlin und Wien (1922). 

*) H. H. Meyer u. R. Gottlieb, a. a. 0. S. 501. 
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und Paul?) geben in ihrer kirzlich erschienenen Abhandlung 
eine systematische Ubersicht der medizinischen Kisenpraparate, 
in der sie die Fahigkeit zur Fe-lonenbildung als Einteilungs- 
prinzip verwenden. Obwohl die Autoren selbst betonen, wie 
sehr in der Kisenphysiologie und -Pharmakologie alles noch 
im FluB ist, mu man sich doch fragen, ob diese Einteilung 
' und eine ,,Normung“ der Eisenpraparate, wie sie von Fischler 
S und Paul vorgeschlagen wird, tatsachlich bereits am Platze 
| ist. Sind wir wirklich schon so weit, daB wir wissen, worauf 
es in der Kisentherapie ankommt? Und kénnte nicht die ge- 
gebene Hinteilung beim Fernerstehenden den irrtiimlichen EKin- 
druck erwecken, da8 die Forschung in der behandelten Frage 
bereits zu einem gewissen Abschlu8 gekommen ist? Man ver- 
gleiche hierzu auch die ,,Bemerkung“, zu der Heubner?) durch 

die Abhandlung von Fischler und Paul veranla8t wird. 
Das schwierigste Problem — dariiber ist man sich klar — 
liegt in der Frage nach dem Resorptionsmechanismus des 
Kisens. Welche chemischen Verainderungen erfahrt in irgend 
einer Form per os zugefiihrtes Hisen im Magen—Darmkanal 
und in welchem Zustande passiert es die Darmzellen? Zweifel- 
| & los liegen die Verhiltnisse in chemischer Hinsicht bei an- 
| organischem, eventuell in lonenform den Magen passierendem 
! oder wenigstens ihn verlassendem Hisen iibersichtlicher. Man 
ist daher mit Recht geneigt, immer wieder zu versuchen, an 
solchem iiber die Resorptionsfrage sich AufschluB zu ver- 
. & schaffen, wie das beispielsweise in den durch Heubner?) 
referierten Versuchen von Matsumura geschieht. Aber man 
| darf. dariiber m. E., unbeschadet therapeutischer Erwagungen, 
' @ nicht das Verhalten des Nahrungseisens, also eines Hisens in 
komplexer organischer Bindung, im Magen—Darmkanal auBer 
| Acht lassen. Denn schlieBlich ist dessen Schicksal ein alltig- 
_ — liches physiologisches Geschehen und von grundsitzlicher Be- 
_ — deutung. In der Verwertung gewonnener experimenteller Er- 
_ —B gebnisse herrscht aber noch keine villige Klarheit. Beim 
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1) F. Fischler u. Th. Paul, Zs. f. klin. Med, Bd. 99, S. 447 (1924). 
*) W. Heubner, Zs, f. klin. Med. Bd. 100, 8S. 675 (1924). 
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Studium der betreffenden Abschnitte in Abderhaldens Lehr. | 


buch?) kénnte man leicht zu der Vermutung gelangen, als sei 
das Schicksal allen Nahrungseisens, also z. B. des Kisens im 
Fleisch und Himoglobin wahrend der Darmpassage das gleiche, 
Das gilt jedenfalls nur fir die Tatsache, daB tiberhaupt Hisen 
daraus abgespalten und im Duodenum resorbiert wird, wie 
das aus den bekannten Arbeiten Abderhaldens?) hervor. 
geht, nicht aber fiir Ort und Mechanismus dieser Abspaltung. 
Wenn man nach Abderhalden und Hanslian *)' annimnt, 


daB es beim Fleisch die Verdauungsfermente sind, die die § 


Herauslésung des Eisens bei fortschreitender Verdauung be- 
wirken, so fehlt fiir eine entsprechende Annahme etwa beim 
Himoglobin bis jetzt jeder Anhaltspunkt. Bei Einwirkung 
von kiinstlichem Magen- oder Pankreassaft auf Blutfarbstoff 
blieb auch bei vollstandigem LuftabschluB die Eisenreaktion 
mit (NH,),S + NH, negativ (Abderhalden*). Freilich be- 
weisen diese Versuche nichts gegen eine etwaige Hinwirkung 
der Fermente auf die Hisenbindung; denn Abderhalden er- 
innert bei dieser Gelegenheit ,an die Versuche des Kisen- 
nachweises im Inhalte des Magens und des Duodenums. Auch 
hier fiel die Eisenreaktion meist negativ aus, selbst dann, 
wenn den Versuchstieren unmittelbar vor dem Tode anorga- 
nisches Eisen per os beigebracht worden war“. Die Méglich- 
keit einer Bindung des Hisens an die KiweiBkérper bzw. Ver- 
dauungsprodukte als eine der Ursachen fiir die negative Hisen- 
probe wurde schon damals von Abderhalden®) diskutiert. 
Aber er denkt bei dem gleichen negativen Ausfall der Hisen- 
reaktion im Darminhalt bei Normalnahrung, dagegen positivem 
,vom Epithel. des Duodenums an“ auch daran, daB die Un- 
wandlung der Eisenverbindungen vielleicht ,,eine Funktion des 
Epithels* sein kénnte.*) Die groBe grundsitzliche Bedeutung 





1) E. Abderhalden, Lehrbuch, 5. Aufl, Bd. II, S. 28 (1928). 

*) Derselbe, Zs. Biol. Bd. 39, S, 118, 198 u. 487 (1900). 

*) E.Abderhalden u. R. Hanslian, Diese Zs. Bd. 80, S§. 12! 
(1912). 

*) E. Abderhalden, Zs. Biol. Bd. 89, S. 151 (1900). 

5) A. a. O. §. 124. 

®) A.a. O. S. 151. 
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der Annahme einer derartigen Funktion liegt auf der Hand. — 
Spiter nahm Schirokauer’) an, daS bereits im Magen eine 
Abspaltung des Kisens in Jonenform erfolge und zwar nicht 
nur aus samtlichen Kisenpriparaten, sondern auch aus Blut 
und Fieisch. An Fistelhunden und einem Kind mit einer 
Osophagus-Magenfistel zeigte nach Zufuhr einer groBen Reihe 
yon medikamentésen EKisenpriparaten sowie nach Blut- und 
Fleischverfiitterung das Dialysat des nach einigen Stunden 
gewonnenen Magensaftes positive Ferrocyankalium- und Rhodan- 


i probe. Die Tatsache, daB die Magenverdauung auch aus dem 


Hamoglobin bereits das Eisen abzuspalten imstande ist, wiirde, 
falls sie sich bestitigen lieBe, fiir eine Wirksamkeit der Magen- 
fermente, also etwa des Pepsins, sprechen. Denn aus zahl- 
reichen Untersuchungen ist bekannt, daB die Aciditat des 
Magensaftes wohl eine Abspaltung der prosthetischen Gruppe 
aus dem Blutfarbstoff, nicht aber deren Weiterzerlegung be- 
wirkt.*) 

Bei dieser Lage der Dinge stellten wir uns daher die 
Aufgabe, zunichst mit einer geeigneten Methodik zu priifen, 
ob aus dem Blutfarbstoff bei der Magen- und Pankreas- 
verdauung innerhalb physiologisch in Betracht kommender 
Zeiten Kisen in meBbarer Menge abgespalten wiirde und wo- 
méglich quantitative Bestimmungen bei fortschreitender Ver- 
dauung anzustellen. 


2. Material und allgemeine Methodik. 


Den Blutfarbstoff lieferte defibriniertes und hiamolysiertes 
Blut von Pferden und Rindern, das in entsprechender Ver- 
dimnung zur Anwendung kam. Bei der Entscheidung der 
Frage, ob natiirlicher Magen- und Darmsaft oder kiinstliche 





1) Hans Sc hirokauer, Zs. f. klin. Med. Bd. 68, S. 303 (1909). 

*) Vgl. hierzu R. v. Zeynek, Diese Zs. Bd. 80, 8. 126 (1900). Die 
vom gleichen Autor beobachtete Tatsache [Diese Zs. Bd. 49, 8. 472 
(1906)], daB bei monatelang fortgesetzter Pepsinverdauung des Blut- 
farbstoffs, dieser doch allmihlich eine Eisenabspaltung erfaihrt, diirfte 
in physiologischer Hinsicht nicht von Bedeutung sein und die vor- 
liegende Untersuchungsreihe nicht beriihren. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVIII. 9 
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Verdauungsgemische anzuwenden seien, muBte die Wahl au 
letztere fallen. Natirlicher etwa durch Sonde oder Fistel be; 
Mensch oder Tier gewonnener Magen- oder Duodenalsaft ent. 
halt bereits eine Masse von Verdauungsprodukten. Ihre An. 
wesenheit schafft schwer ibersehbare Verhiltnisse und kann 
nicht nur die Beurteilung der anzuwendenden Eisenreaktioy 
erschweren, sondern sie auch vdllig vereiteln. Die oben er. 
wahnten Angaben Abderhaldens?) iiber das Fehlen der Eisen. 


reaktion im Magen- und Duodenalinhalt von Tieren, die an- § 


organisches Hisen per os erhalten hatten, weisen auf diese 
Komplikationen hin. Eigene Erfahrungen, die im Laufe der 
Untersuchungen gewonnen wurden, sprechen im gleichen Sinne. 
Zur Herstellung des kinstlichen Magensaftes wurde Pepsin 
(Gribler) in 0,8°/,iger Salzsiure gelést und mit der zu ver- 
dauenden Blutlésung zu gleichen Teilen versetzt. Als Pankreas. 
saft kam eine Lésung des hochwirksamen Pancreatinum puriss. 
absol. ,,.Rhenania“ zur Verwendung. Das Pankreatin, welches 
alle bekannten Pankreasfermente enthalt, wurde uns in dankens- 
werter Weise von der Rhenania A.G. Altona-Bahrenfeld in 
ausreichender Menge zur Verfiigung gestellt. Die Art der | 
Herstellung dieser Lésungen und ihre Konzentration wird be! 
Beschreibung der Versuche angegeben. 

Da die Ansitze zur Pepsinverdauung 0,4°/, HCl ent- 
hielten (Verdauungssalzséure) wurden auch alle sonstigen’ A1- 
sitze so angeordnet, da die Gemische, in denen das Eisen 
schlieBlich zu bestimmen war, die gleiche HCl-Konzentration 
von 0,4°/, aufwiesen. Um das Eisen in méglichst reiner 
Lésung, vor allem frei von stérenden Kolloiden und Blutfarb- 
stoffresten zu erhalten, wurden die salzsauren Blutgemische 
ultrafiltriert. Als sehr praktische Methode der Ultrafiltration 
erwies sich das kiirzlich von Bechhold und Gutlohn?) ar 
gegebene Verfahren mit dem neuen ,,Ultrafiltergerat nach 
Bechhold-Kénig*. Mittels 7 gew. °/,igen Hisessigkollodiums 
auf letzterem hergestellte Membranen ermdglichen es, himo- 





1) E. Abderhalden, Zs. Biol. Bd. 89, §. 124 (1900). 
*)H. Bechhold u. L. Gutlohn, Z. f. angew. Chem. Bd. 37, 
S. 494 (1924). pe nke: 
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lysierte Blutlésungen an der Wasserstrahlluftpumpe rasch 
wasserklar und eiweiBfrei zu filtrieren. 

Die quantitative Eisenbestimmung in den Ultrafiltraten 
erfolgte wegen der geringen Fe-Mengen auf colorimetrischem 
Wege. Die colorimetrische Reihenmethode nach Lachs und 
Friedenthal’), die fir den vorliegenden Zweck etwas modi- 
fiziert wurde, hat sich sehr gut bewahrt. Durch Herstellung 
passender Vergleichslésungen mit bekanntem Fe-Gehalt ge- 
lingt es, Eisen noch in einer molaren Konzentration von 
etwa 0,05 x 10-7 pro ccm zu schitzen; das entspricht etwa 
2,79 x 10—"g Kisen pro ccm oder annahernd 0,3 mg im Liter. 
Bei dieser wie bei jeder Rhodanidmethode wird nur das Fe™ 
bestimmt; jedoch ergaben geeignete Kontrollen, daB bei unserer 
Versuchsanordnung der Luftsauerstoff alles Fe" zu Fe™ 
oxydiert. (Naheres hieriiber bei den Versuchen). 


3. Methodische Einzelheiten. 


Da der Wert vorliegender Untersuchungen mit der Zuverlissigkeit 
der Methodik steht und fallt, mu8 diese etwas eingehender besprochen 
werden. 


Das Ultrafiltergerat. Herstellung und Behandlung 
der Membranen. 


»Das Ultrafiltergerit nach Bechhold-Kénig“ wurde in Form 
von Tiegeln mit etwa 40 cem Fassungsvermégen verwendet. Es besteht 
aus einer feuerfesten keramischen Masse ,,P. 10“ und ist von der Staatl. 
Porzellanmanufaktur Berlin NW. 23, WegelystraBe zu beziehen. Die 
groBe Empfindlichkeit der Rhodaneisenreaktion macht eine sorgfiltige 
Vorbehandlung besonders neuer, noch nicht gebrauchter Tiegel not- 
wendig. Diese besteht in mehrtigigem Einlegen der Tiegel in kon- 
zentrierte Salzsiiure, hiufig wiederholtem Durchsaugen konzentrierter 
und verdtinnter Salzsiiure und schlieBlich, sobald das saure Filtrat 
keinerlei Eisenreaktion mehr zeigt, in langerem Durchsaugen von Aq. 
dest. Erfahrungsgemi8 enthalten die neuen Tiegel zunichst deutlich 
nachweisbare Eisenmengen und sind in diesem Zustande natiirlich fir 
den vorliegenden Zweck unbrauchbar. Fir die Vorbehandlung und 
auch weiterhin werden nur reinste eisenfreie Reagenzien verwendet. 
Vor der Herstellung der Membranen werden alle Tiegel, neue und ge- 





1) Lachs u. Friedenthal, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 130 (1911). 
g* 
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brauchte, vorgetrocknet und vorsichtig iiber einem Gasbrenner gegliiht. 
Die durchlissige Bodenfliche soll nicht tiber miBige Rotglut kommen, 
Die zu verwendende 7 gew. °/,ige Eisessigkollodiumlésung wurde durch 
Verdiinnung einer 10°/,igen Lésung von ,,EiweiSkollodium nach Vor. 
schrift“ (E. Schering, Berlin) hergestellt. Letztere enthilt einen Zu- 
satz von 4/, °/, Kal. carbon. 

Die Herstellung der Membranen erfolgte nach der Originalvorschrift 
von Bechhold und Gutlohn.') Folgendes Vorgehen hat sich be. 
wihrt und fiihrte zu Membranen mit einigermaBen gut reproduzierbarer 
Durchlissigkeit: 

Aufsetzen des erkalteten mit Gummiring oberhalb des pordsen 
Bodens armierten Tiegels auf Vorsto8 und Saugflasche. Durchsaugen 
von Aq. dest. nach vollstindiger Fiillung an der Wasserstrahlluft- 
pumpe. Nach Abfallen des letzten Tropfens Fiillen mit der Kollodium. 
lésung. Aussaugen genau 80 Sek. ZuriickgieBen des Kollodiums ins 
VorratsgefaiB und Abtropfenlassen unter vorsichtigem Drehen des Tiegels 
genau 2'/, Minuten. Nach also im ganzen genau 3 Minuten Koagulieren 
des Kollodiums durch rasches Eintauchen des Tiegels in Wasser. Unter- 
brechung der Koagulation durch Herausnahme und Entleerung des Tiegels 
nach */, Minuten. Dann Weiterwissern unter wiederholtem Wasserwechsel. 
Koagulation und Nachwissern erfolgten fiir unsere Zwecke in destil- 
liertem Wasser. Das Eintauchen der Tiegel zur Koagulation erfordert 
Sorgfalt und eine gewisse Ubung. Auftreten von Blasen oder Schicht- 
linien durch unvorsichtiges oder ruckweises Fiillen fihrt zu vorzeitigem 
Undichtwerden und unvollkommener Auswaschbarkeit der Membranen. 
Gut hergestellte und schonend behandelte Membranen sind von sehr 
langer Lebensdauer. Die Tiegel werden nach vollstindigem Abspiilen 
des Filterriickstandes von den Membranen, was sich spielend bewerk- 
stelligen lat, unter destilliertem Wasser aufbewahrt. Tiglicher Wasser- 
wechsel ist zweckmiBig. Wir haben die gleichen Membranen bei hiufig 
tiglichem Gebrauch oft wochenlang immer wieder beniitzen k6nnen. 
Die Priifung der Wasserdurchlaufsgeschwindigkeit an der Wasserstrahl- 
pumpe ergab fiir eine Reihe beliebig herausgegriffener imprignierter 
Tiegel einen Durchlauf von im Mittel 160 cem in der Stunde. Im 
iibrigen variiert, wie auch Bechhold und Gutlohn betonen, die Durch- 
lissigkeit der nicht impriignierten Tiegel individuell und veriindert sich 
auch erfahrungsgemi8 ein wenig durch hiufiges Glihen. 


1) Herrn Prof. Bechhold, Leiter des Instituts fiir Kolloidforschung, 
und seinem seinerzeitigen Assistenten, Herrn Dr. Gutlohn, bin ich zu 
gréBtem Dank verpflichtet, nicht nur fiir die vielfache persénliche Unter- § 
weisung und Hilfe bei der Verwendung und Behandlung des neuen 
Geriites, sondern auch besonders dafiir, daB sie mir die Kenntnis der 
Methodik lange vor deren Publikation vermittelten und mir Tiegel zur 
Verfiigung stellten, ehe diese noch im Handel zu haben waren. 
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Die Ultrafiltration. 


Vor der Ultrafiltration werden die imprignierten Tiegel mit Aq. dest. 
durchgesaugt, danach noch wiederholt mit 0,4 °/,iger HCl so lange, bis 
eine Probe des in sorgfaltigst gereinigten Glisern aufgefangenen Filtrates 
keine Spur einer Rhodanidreaktion gibt. Die Filtrate werden auf- 
bewahrt und dienen spiter als Kontrolle fiir die mit dem betreffenden 
Tiegel gewonnenen Ultrafiltrate. Die Tiegel werden entleert, die Salz- 
siure l48t man méglichst ablaufen. Sie werden mit dem Ultrafiltrier- 
gut 2—3 mal vorgespiilt, gefiillt und auf saubere trockene VorstéBe auf- 
gesetzt. Man vermeidet durch geeignete Riihrung, da8 sich der ein- 
dickende Riickstand am Boden des Tiegels festsetzt und eine Art zweiter 
Membran bildet, die den Fortgang der Ultrafiltration erheblich ver- 
langsamt. Zur Vermeidung des Hineinfallens von Eisenpartikelchen von 
oben werden die Tiegel mit einem Kartenblatt bedeckt, das nur eine 
Offaung fiir den Riihrer frei 1a8t. Die ersten Kubikzentimeter des an 
der Wasserstrahlpumpe abgesaugten Ultrafiltrates werden verworfen, der 
Rest wird in Reagenzglisern aufgefangen und dient fiir die LEisen- 
analysen. Wie bereits erwihnt, geben die beniitzten Kollodiummembranen 
eiweiBfreie Ultrafiltrate. Sie sind dagegen durchlissig fiir 
die Produkte der Pepsin- und Trypsinverdauung. In diesem 
Falle tritt mehr oder weniger lebhaftes Schiumen ein. Es 148t sich 
unterdriicken, indem man die Wand des Vorsto8es unmittelbar unterhalb 
des aufgesetzten Tiegels mit einem Trépfehen Caprylalkohol kreisférmig 
benetzt. Das Ultrafiltrat tropft dann ganz gleichmaBig aus dem Vor- 
stoB in das darunter gesetzte Reagenzglas ab, das sich seinerseits in 
der Saugflasche befindet. Die geringe Menge des Caprylalkchols ist 
nachweislich fiir den Ausfall der Eisenbestimmung ohne Belang. Die 
Schnelligkeit der Ultrafiltration hingt naturgemi8 wesentlich von der 
Viscositaét und dem Kolloidgehalt des Filtriergutes ab; bestimmte Zahlen 
lassen sich daher nicht angeben. Bei den meist verwendeten 10 °/,igen 
Blut-Séuregemischen muB man etwa 20—380 Minuten unter Riihrung 
absaugen, um etwa 10 cem Ultrafiltrat zu erhalten (viel héhere und 
niedere Zeiten sind durchaus nicht selten). Gleich konzentrierte, vor dem 
Ansiiuern der Pankreatinverdauung unterworfene Gemische ultrafiltrieren 
meist erheblich rascher. 


Die colorimetrische Eisenbestimmung. 


Die einzige wesentliche Abweichung der Methodik von der Lachs- 
Friedenthalschen Originalvorschrift besteht in der viel geringeren 
Siurekonzentration, die fiir die Rhodanreaktion angewandt wurde. Nach 
Lachs und Friedenthal’) ist die Entstehung undissoziierten Rhodan- 
eisens abhiingig von der Wasserstofizahl. Fiir die in Betracht kommen- 





1) Lachs und Friedenthal, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 130 (1911). 
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brauchte, vorgetrocknet und vorsichtig iiber einem Gasbrenner gegliiht. 
Die durchlissige Bodenfliche soll nicht itiber miBige Rotglut kommen. 
Die zu verwendende 7 gew. °/,ige Eisessigkollodiumlésung wurde durch 
Verdiinnung einer 10°/,igen Liésung von ,,Eiwei8kollodium nach Vor. 
schrift“ (E. Schering, Berlin) hergestellt. Letztere enthalt einen Zu. 
satz von 4/, °/, Kal. carbon. 

Die Herstellung der Membranen erfolgte nach der Originalvorschrift 
von Bechhold und Gutlohn.') Folgendes Vorgehen hat sich be. 
wihrt und fiihrte zu Membranen mit einigermaBen gut reproduzierbarer 
Durchlissigkeit: 

Aufsetzen des erkalteten mit Gummiring oberhalb des pordsen 
Bodens armierten Tiegels auf Vorsto8 und Saugflasche. Durchsaugen 
von Aq. dest. nach vollstindiger Fiillung an der Wasserstrahlluft. 
pumpe. Nach Abfallen des letzten Tropfens Fiillen mit der Kollodiun- 
lésung. Aussaugen genau 80Sek. ZuriickgieBen des Kollodiums in; 
Vorratsgefi8 und Abtropfenlassen unter vorsichtigem Drehen des Tiegels 
genau 2'/, Minuten. Nach also im ganzen genau 3 Minuten Koagulieren 
des Kollodiums durch rasches Kintauchen des Tiegels in Wasser. Unter- 
brechung der Koagulation durch Herausnahme und Entleerung des Tiegels 
nach */, Minuten. Dann Weiterwissern unter wiederholtem Wasserwechsel. 
Koagulation und Nachwissern erfolgten fiir unsere Zwecke in destil- 
liertem Wasser. Das Eintauchen der Tiegel zur Koagulation erfordert 
Sorgfalt und eine gewisse Ubung. Auftreten von Blasen oder Schicht- 
linien durch unvorsichtiges oder ruckweises Fiillen fiihrt zu vorzeitigem 
Undichtwerden und unvollkommener Auswaschbarkeit der Membrane. 
Gut hergestelite und schonend behandelte Membranen sind von sehr 
langer Lebensdauer. Die Tiegel werden nach vollstindigem Abspiilen 
des Filterriickstandes von den Membranen, was sich spielend bewerk- 
stelligen 1a8t, unter destilliertem Wasser aufbewahrt. Taglicher Wasser- 
wechsel ist zweckmiBig. Wir haben die gleichen Membranen bei hiufig 
tiglichem Gebrauch oft wochenlang immer wieder beniitzen kénnen. 
Die Priifung der Wasserdurchlaufsgeschwindigkeit an der Wasserstrahl- 
pumpe ergab fiir eine Reihe beliebig herausgegriffener imprignierter 
Tiegel einen Durchlauf von im Mittel 160 cem in der Stunde. Im 
iibrigen variiert, wie auch Bechhold und Gutlohn betonen, die Durch- 
lissigkeit der nicht imprignierten Tiegel individuell und veriindert sich 
auch erfahrungsgemi8 ein wenig durch hiufiges Glihen. 


1) Herrn Prof. Bechhold, Leiter des Instituts fiir Kolloidforschung, 
und seinem seinerzeitigen Assistenten, Herrn Dr. Gutiohn, bin ich 2 
gréBtem Dank verpflichtet, nicht nur fiir die vielfache persénliche Unter- 
weisung und Hilfe bei der Verwendung und Behandlung des neuen 
Geriites, sondern auch besonders dafiir, daB sie mir die Kenntnis der 
Methodik lange vor deren Publikation vermittelten und mir Tiegel zur 
Verfiigung stellten, ehe diese noch im Handel zu haben waren. 
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Die Ultrafiltration. 


Vor der Ultrafiltration werden die impriagnierten Tiegel mit Aq. dest. 
durchgesaugt, danach noch wiederholt mit 0,4 °/,iger HCl so lange, bis 
eine Probe des in sorgfaltigst gereinigten Glisern aufgefangenen Filtrates 
keine Spur einer Rhodanidreaktion gibt. Die Filtrate werden auf- 
bewahrt und dienen spiater als Kontrolle fiir die mit dem betreffenden 
Tiegel gewonnenen Ultrafiltrate. Die Tiegel werden entleert, die Salz- 
siure 1iBt man médglichst ablaufen. Sie werden mit dem Ultrafiltrier- 
gut 2—3 mal vorgespiilt, gefiillt und auf saubere trockene VorstéBe auf- 
gesetzt. Man vermeidet durch geeignete Riihrung, daB sich der ein- 
dickende Riickstand am Boden des Tiegels festsetzt und eine Art zweiter 
Membran bildet, die den Fortgang der Ultrafiltration erheblich ver- 
langsamt. Zur Vermeidung des Hineinfallens von Eisenpartikelchen von 
oben werden die Tiegel mit einem Kartenblatt bedeckt, das nur eine 
Offmung fiir den Riihrer frei 148t. Die ersten Kubikzentimeter des an 
der Wasserstrahlpumpe abgesaugten Ultrafiltrates werden verworfen, der 
Rest wird in Reagenzglisern aufgefangen und dient fiir die Eisen- 
analysen. Wie bereits erwihnt, geben die beniitzten Kollodiummembranen 
eiwei8freie Ultrafiltrate. Sie sind dagegen durchlissig fir 


| die Produkte der Pepsin- und Trypsinverdauung. In diesem 


Falle tritt mehr oder weniger lebhaftes Schiiumen ein. Es laBt sich 
unterdriicken, indem man die Wand des Vorsto8es unmittelbar unterhalb 
des aufgesetzten Tiegels mit einem Trépfehen Caprylalkohol kreisférmig 
benetzt. Das Ultrafiltrat tropft dann ganz gleichmaBig aus dem Vor- 
stoB in das darunter gesetzte Reagenzglas ab, das sich seinerseits in 
der Saugflasche befindet. Die geringe Menge des Caprylalkchols ist 
nachweislich fiir den Ausfall der Eisenbestimmung ohne Belang. Die 


| Schnelligkeit der Ultrafiltration hingt naturgemiB wesentlich von der 


Viscositét und dem Kolloidgehalt des Filtriergutes ab; bestimmte Zahlen 
lassen sich daher nicht angeben. Bei den meist verwendeten 10 °/,igen 
Blut-Saéuregemischen muB man etwa 20—30 Minuten unter Riihrung 
absaugen, um etwa 10 ccm Ultrafiltrat zu erhalten (viel héhere und 
niedere Zeiten sind durchaus nicht selten). Gleich konzentrierte, vor dem 
Ansiiuern der Pankreatinverdauung unterworfene Gemische ultrafiltrieren 
meist erheblich rascher. 


_ Die colorimetrische Hisenbestimmung. 
Die einzige wesentliche Abweichung der Methodik von der Lachs- 


Friedenthalschen Originalvorschrift besteht in der viel geringeren 


Séurekonzentration, die fir die Rhodanreaktion angewandt wurde. Nach 
Lachs und Friedenthal’) ist die Entstehung undissoziierten Rhodan- 
eisens abhiingig von der Wasserstofizahl. Fiir die in Betracht kommen- 





1) Lachs und Friedenthal, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 130 (1911). 
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den Fe-Konzentrationen wird die [H*} einer doppeltnormalen HC) al; 
optimal angegeben. Nach dem von Willstatter?) zitierten Angaben 
von L. Lapicque, dem jener die erste Anwendung einer colorimetrischen 
Eisenmethode mit Rhodanid zuschreibt, ist dagegen die Aciditit fir die 
Stiirke der Rotfirbung der sich bildenden Rhodaneisenlésung belanglos. 
Diese Angaben stimmen mit eigenen Erfahrungen iiberein.*) Ent- 
sprechende Versuche ergaben, da8 bei einer Variierung der Siure- 
konzentration zwischen 0,07 und 3,4 facher Normalitit und einem Fe- 
Gehalt zwischen etwa 10-5 und 10~—’ Mol pro Kubikzentimeter kein 
nachweislicher Unterschied im Ausfall der Rotfarbung bei gleichem 
Eisengehalte festzustellen war. Dies war fiir unsere Zwecke sehr an- 
genehm; denn es konnten auf diese Weise die sauren Ultrafiltrate, die, 
wie erwihnt, 0,4°/, HCl enthielten, unmittelbar durch Hinzufiigen 
wiBriger Rhodankaliumlésung zur Reaktion verwendet werden, Auber. 
dem war eine Beeinflussung der Rotfiirbung durch die unvermeidlichen, 
wenn auch geringen Schwankungen der Aciditaét durch die auftretenden 
Verdauungsprodukte nicht zu befirchten. 

Als Eisenstandardlésung, von der aus die schlieBlichen Verdiin- 
nungen fiir die Vergleichsréhrchen hergestellt warde, diente eine wiBrige 
Ferrisulfatlésung, deren Fe-Gehalt nach Treadwell*) mittels H,S- 
Reduktion und Permanganattitration bestimmt wurde. 1 ccm dieser 
Lésung enthilt 7,54 x 1075 Mol = 4,21 x 107° g Eisen. 

Diese Lésung halt sich nun bereits tiber 1 Jahr véllig klar und 
setzt keinen Hydroxydschlamm ab. Durch Verdiinnung mit Salzsiure 
und Wasser werden aus dieser zwei Lésungen hergestellt: 


Fe-Lisung I. HCl 0,4°/,, Fe 1 x 10-° Mol pro ccm, 
‘ II. ,, 0,4, ,, 1x 10—* Mol pro ccm. 


Auch diese beiden verdiinnten Lésungen sind lange Zeit haltbar. 
Der Vorzug dieser Lésungen gegeniiber solchen aus Eisenammoniakalaun 
oder Mohrschem Salz besteht darin, da8 sie sich wegen des Fehlens 
reichlichen Stickstoffs viel langer schimmelfrei halten als diese. Zu allen 
Verdiinnungen dient 0,4°/, ige reinste HCl. Die Vergleichsreihe enthilt in 
schmalen Reagenzglischen 1 bis 0,05 ecm der Fe-Lésung II mit 0,4°/,iger 
HCl ergiinzt auf 1 cem, also 1, 0,9, 0,8 usw. x 107’ Mol Fe pro cen, 
ein letztes Réhrchen enthilt zur Kontrolle nur 1 ecm 0,4°/, ige HCl. Je 
1 cem des Ultrafiltrates, gegebenenfalls nach Verdiinnung mit 0,4°/,iger 
HCl, wird in ebensolche kleine Glischen pipettiert. Fiir jedes Ultra- 
filtrat findet einen Doppelbestimmung statt. In je ein ferneres Réhrchen 
kommt 1 cem des aufbewahrten Spiilfiltrates. Allen Réhrchen wird nun 





1) R. Willstatter, Chem. Ber. Bd. 53, S. 1152 (1920). 

2) Eine Diskussion der vorhandenen Erklirungsméglichkeiten fiir 
die Lachs-Friedenthalschen Befunde sei hier unterlassen. 

’) F. P. Treadwell, Analyt. Chemie II. 4. Aufl., 8. 82. 
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1,0 cem einer 10°/, igen Lésung von Rhodankalium pro analysi (Merck) 
hingugefiigt. Die Réhrchen mit den Spiilkontrollen miissen dabei ebenso 
farblos bleiben wie das letzte eisenfreie Réhrchen der Vergleichsreihe. 
Nach Ausschiitteln des Ferrirhodanids mit 1 cem Ather erfolgt dann 
nach der Orginalvorschrift die Einordnung der Atherfarbung in die Ver- 
gleichsreihe. — Zu erwihnen ist, da8 von einem Fe-Gehalt von etwa 
0,5 x 1077 Mol pro cem aufwiirts die Extraktion mit 1 cem Ather nicht 
mehr ganz vollstindig ist und daB die waBrige Phase leicht gelblich 
gefarbt zurtickbleibt. Sorgt man aber durch griindliches Ausschiitteln 
ae daB das Verteilungsgleichgewicht waBrige Phase: Ather sicher 
eintritt, so ist ein Fehler nicht zu befiirchten, wie die Kontrollen des 
folgenden Abschnittes zeigen. Ebenso wie man fiir sorgfiltigste Reini- 
gung aller GefaBe zu sorgen hat, ist bei dieser empfindlichen Methode 
iiberhaupt peinlichste Reinlichkeit erforderlich. Die Doppelbestimmungen 
waren meist identisch, bei Abweichungen wurde der niedere Wert als 
der richtige angenommen. Es sei noch ausdriicklich hervorgehoben, daB 
nur ein colorimetrischer Vergleich der Atherextrakte in Betracht 
kommt, ein Vergleich der Rotfairbung in der wiBrigen Lésung vor der 
Atherextraktion fiihrt auch bei véllig wasserhellen Ultrafiltraten zu 
falschen Werten.') 


4. Kontrollbestimmungen. 


Kontrolleder Kisenstandardlésung. Haltbarkeit dieser 
und der daraus hergestellten Vergleichslésungen. 
Brauchbarkeit der Methode. 


Kine gewogene Menge Ferriammoniumsulfat pro analysi (Merck) in 
schénen unverwitterten Krystallen wird in einem bestimmten Volumen 
Wasser gelést und durch systematische Verdiinnung mit HCl eine Reihe 
bekannter Fe-Lésungen in 0,4°/, iger HCl hergestellt. Die Eisenbestim- 
mungen dieser Liésungen mit der oben geschilderten Methode und mit 
den angegebenen Vergleichslésungen ergaben jeweils den theoretisch 
richtigen Wert (Kontrolle der Standardlésung). 

In weiteren Versuchen zeigte sich immer wieder Identitét der aus 
lingere Zeit aufbewahrten und frisch hergestellten Lésungen bereiteten 
Ansiitze. Es war hierbei gleichgiiltig, ob man von der Fe-Standard- 
lésung oder nur von der bereits verdiinnten Fe-Liésung ausging. Die 
bisher unbegrenzte Haltbarkeit der Standardlésung und die wochen- und 
monatelange der verdtinnten Lésungen konnte auf diese Weise bewiesen 
werden, ebenso die Brauchbarkeit der angewandten Methodik iiberhaupt. © 





1) Das gilt natiirlich nicht fiir reine Fe-Lésungen, die durch die 
Membranen gesaugt werden. | 
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Prifung auf etwaige Adsorption von Eisen bei der 


Ultrafiltration. 


Es wurden Ferrilésungen in 0,4°/, iger HCl folgender molarer Kon- 
zentration pro Kubikzentimeter durch verschiedene der benutzten Kollo. 
diummembranen gesaugt: | 


1. 16 x iC", 2. etwa 1,9 x 107", 8. 2,5 x 107". 
Die in verschiedenen Portionen aufgefangenen Ultrafiltrate ergeben 
die gleichen Werte wie die urspriinglichen Eisenlésungen, mit denen 
die Tiegel beschickt waren. In dem untersuchten Konzentrationsbereich 


konnte demnach Adsorption oder sonstige Zuriickhaltung von Fe bei der 
Ultrafiltration ausgeschlossen werden. 


Mitbestimmung von Ferrosalz. Priifung auf quan- 


titativen Wiedergewinn zu den Verdauungsansitzen 


hinzugefiigten Kisens. 


Kontrollen hieriiber und einige andere findet man in den folgenden 
Abschnitten bei den Hauptversuchen. 


5. Einwirkung von Verdauungssalzsiure und Pepsin auf Blut- 


lésungen. 

LaBt man Verdauungssalzsiure (0,4°/,) auf Blutlésungen 
einwirken, so wird, wie sich in Vorversuchen zeigte, sehr 
schnell eine geringe Menge Kisen mittels der Rhodanprobe im 
Ultrafiltrat nachweisbar. Es war zu untersuchen: 


1. ob diese Menge mit der Linge der Kinwirkungsdauer Ff 


zunimmt, gegebenenfalls, wie die Kurve verlauft, 

2. ob der Vorgang durch Zusatz wirksamen Pepsins be- 
einfluBt wird, 

8. ob das frei gewordene Eisen dem Blutfarbstoff ent- 
stammt. 

Die Versuche wurden folgendermaBen angestellt. Vom 
Schlachthof frisch bezogenes Pferde- oder Rinderblut, das durch 
Schlagen beim Auffangen defibriniert worden war, wurde nach 
griindlichem Durchmischen durch Glaswolle filtriert und aul 
finffache Volumen mit Aq. dest. aufgefillt. Eine bestimmte 
Menge der Blutlésung wurde nun jeweils mit der gleiche 
Menge 0,8°/, iger HCl versetzt, so daB also eine zehnfach ver- 
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dimnte Blutlésung mit 0,4°/, HCl sich ergab.’) In einem 
Parallelansatz enthielt die 0,8°/,ige HCl noch 0,2°/, Pepsin 
(Griibler), das sich in dieser Konzentration spielend und riick- 
standlos lést. Es resultierte also in diesem Falle unter sonst 
gleichen Bedingungen eine 0,1°/, ige Pepsinlésung. 

Beim ZusammengieBen mit der Saéure firben sich die Blutlésungen 
augenblicklich braun. Inwieweit hierbei sofort eine Abspaltung des 
Globins von der prosthetischen Gruppe, also Himatinbildung erfolgt 
oder erst nach mehr oder weniger rascher ‘Umwandlung des Blutfarb- 
stoffes in Methaimoglobin, lasse ich hier unerértert. Man vergleiche zu 
dieser Frage die interessanten Untersuchungen von v. Zeynek®*) tiber 
das Acidmethimoglobin. 

Kin Teil der beiden Ansitze wurde nun sofort ultrafiltriert, 
der Rest bei Brutschranktemperatur stehen gelassen und Proben 
davon nach verschieden langer Zeit wieder ultrafiltriert. Alle 
Ultrafiltrate waren klar, diejenigen der unverdauten Ansitze, 
also der nur HCl enthaltenden, sowie der Pepsinansitze sofort 
nach Herstellung, véllig farblos, die Ultrafiltrate der verdauten 
Lésungen zeigten mehr oder weniger starke gelbe bis hellbraune 
Verfarbung. | 

Anfinglich hielt ich diese Verfirbung fiir mitgerissenes Himatin. 
Beim Spektroskopieren derartiger im Vakuum bei méglichst niederer 
Temperatur bis zu geeigneter Farbtiefe eingeengter Ultrafiltrate fanden 
sich aber keine sicheren Anhaltspunkte fiir vorhandenes Himatin. Die 
Farbe geht im iibrigen nicht in den Atherextrakt und stért demzufolge 
die Eisenbestimmung nicht. 

In diesen Fallen trat auch das Schiumen, wie eingangs 
erwahnt, ein; es wurde mit Caprylalkohol in der angegebenen 
Art unterdriickt. Die jeweils im Ultrafiltrat angestellte Biuret- 
probe, die in den unverdauten Ansiitzen vollig negativ ist, 
wird mit einsetzender Verdauung, die sich auch im Auftreten 
eines angenehmen bouillonihnlichen Geruches auBert, durch 
Anwesenheit der ins Ultrafiltrat gehenden Verdauungsprodukte 
zunehmend stark positiv. 





1) Diese Verdiinnung wurde gewihlt, weil 10°/,ige Blutlésungen 
etwa gerade die Konzentration darstellen, bei der die Ultrafiltration in 
angemessener Zeit und ohne die Gefahr einer Konzentrationsinderung 
im Ultrafiltrat durch zu lange herrschendes Vakuum erfolgt. 

*) R. v. Zeynek, Diese Zs. Bd. 130, S. 242 (1923). 
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Beniitzt man einwandfrei frisches Blut, dann zeigen die Ultrafiltrate 
auch alterer pepsinfreier Salzsiureansiitze keine Biuretreaktion. Bei 
etwas abgestandenem Blut tritt aber hiufig nach kiirzerer oder lingerer 
Zeit ein schwaches Positivwerden der Biuretprobe ein. Offenbar unter- 
liegt bakteriell verindertes, wenn auch nur spurenweise gefaultes 
Blut viel leichter der Eiwei8hydrolyse ‘durch schwache Sifure als 
frisches. 


Die colorimetrisch im Ultrafiltrat nach Atherextraktion 
gefundenen Eisenwerte findet man in folgenden Zusammen- 
stellungen (Tab. I u. II). 




















Tabelle I. 
Vergleichende Eisenbestimmung nach Salzsiureeinwirkung mit und ohne 
Pepsin. 
In 1 cem Ultra- 
filtrat gefundenes Fe 
Lfd.| Protekoll- | Zeit nach | Mol x 10~" bei 
Nr.| scichen | Ansate | Zinwirkang von |  Bemerkungen 
HCl Pepsin 
ajlein + HCl 
1. | Il, 19/20 sofort 0,2 0,2 Pferdeblut 
19 Stdn. 0,8 0,8 
2. 1 I, 87 sofort te — Rinderblut 
18 Stdn. 0,2 — 
8, | II, 38/41 sofort <0,1 <0,1 Rinderblut 
24 Stdn. 0,8 0,8 
ee 0,8 0,8 
3 Tage 0,3 0,8 
4, | Il, 42/45 sofort 0,15 0,15 Pferdeblut, auffal- 
21 Stdn. 0,5 0,5 lend kérperchen- 
11/, Tag 0,5 >0,5 reich. Aus 100 ccm 
16 Tage ~ 0,6 nur 12 cem Serum 
~  & | TL, 46/47 sofort 0,075 0,075 | Pferdeblut 
13 Stdn. > 0,2 a : 
ee ne 0,8 
1'/, Tag 0,8 0,3 




















Jeweils Ansatz von fiinffach verdiinntem Blut mit gleichen Teilen 
0,8°/,iger HCl mit und ohne Pepsinzusatz nebeneinander. — 


\f 
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Tabelle IL. 


Zeitliche Zunahme des ultrafiltrablen Eisens in den ersten Stunden und 
| Erreichung des konstanten Endwertes. 














ta.| Protokoll- | Zeit nach | Ultrafiliratee 
; - eit nac t 
Nr. zeichen Ansatz gefundenes Fe RoeaNgn 
Mol x 107? 
1,:} 4h, St sofort <0,15 Rinderblut. Hgb n. 
1 Std. 0,15 Sahli 66%, 
2 Stdn. 0,15 
7. 0,8 
2 Tage 0,3 
a 0,35 
2. | II, 52/58 sofort 0,075 Rinderblut. Hgb n. 
4 Stdn. 0,15 Sahli 61°/, 
ae 0,15 
ae 0,25 (?) 
2 Tage 0,2 
8. | II, 54 sofort 0,075 Rinderblut. Hgb n. 
4 Stdn. 0,1 Sahli 69°/, 
ae 0,1 
1 Tag 0,15 
2 Tage 0,15 














Blutlésung finffach verdiinnt zu gleichen Teilen mit Pepsin-HCl 
(Pepsin 0,2°/,, HCl 0,8°/,) versetzt. 

Unter Einwirkung der Verdauungssalzsiure findet aus der 
Blutlésung eine Abspaltung von ultrafiltrierbarem Eisen statt. 
Die Zahlen, die zehnfach verdiinntem Blut entsprechen, findet 
man in den Tabellen. Der jeweils in der ersten Querspalte 
verzeichnete ,,sofort“ bestimmbare Wert hingt naturgemaB8 von 
der Dauer der ersten Ultrafiltration ab und ist daher schwan- 
kend, aber jedenfalls unabhingig vom Endgehalt. Schon im 
Laufe von Stunden erfolgt bei Brutschranktemperatur (aber 
auch bei Zimmertemperatur) eine Zunahme des ultrafiltrablen 
Kisens. Nach weniger als 24 Stunden ist bereits ein Wert 
erreicht, der sich nach Tagen und Wochen nicht mehr wesent- 
lich andert. | 

Den geringfigigen Zunahmen nach sehr langer Zeit (Tab. I, 
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Nr. 4 u. Tab. Il, Nr. 1), die z. T. sogar innerhalb der Fehler. 
grenzen fallen, dirfte kaum groBe Bedeutung zukommen..) 

Die Verdauung mit Pepsin, von deren erfolgtem Eintritt 
wir uns stets tiberzeugten, beeinfluBt den ganzen Vorgang gar 
nicht. Wie Tab.I lehrt, zeigt sich mit Pepsin weder ein 
héherer Anfangswert, noch eine gréBere Geschwindigkeit der 
Zunahme, noch ein héherer Endwert als in den villig ee 
pepsinfreien Ansaitzen. — 

Aus den im vorigen Abschnitt beschriebenen Kontroll 
versuchen ging hervor, daB bei der Ultrafiltration von reinen 
Hisenlésungen kein Hisen zuriickgehalten wird. Die Berech- 
tigung, auch bei den Blutlésungen aus der Analyse einer be- 
liebigen Portion des Ultrafiltrates auf die Gesamtkonzentration 
zu schlieBen, wurde mittels fraktionierter Ultrafiltration er- 
wiesen. 

Versuch II, 110/112. 
40 cem 5 fach verd. Blutlésung + 40 cem 0,8°/, ige HCl. 

Nach zweitigiger Einwirkung bei Brutschranktemperatur 
werden 20 ccm dieses Ansatzes durch einen gespiilten Tiegel 
gesaugt und in getrennten Portionen aufgefangen. Das Re- 
sultat ist in folgender Tab. III zusammengestellt. 

Abgesehen von den ersten Kubikzentimetern, die noch 
die in den Tiegelporen verbliebene Spiilflissigkeit enthalten, 
und die bei den Versuchen stets verworfen wurden, stimmen 
alle Portionen unter sich iiberein. 


Tabelle III. 
Eisenbestimmung nach fraktionierter Ultrafiltration. 














: In 1 ccm 
ser ig Menge Ultrafiltrat. Fe 
: Mol x 10-" 
i 3 com 0,15 
Il. 1. 0,25 
Ill.  . 0,25 
IV. .. 0,25 











1) Vgl. hierzu die bereits erwihnten Angaben vy. Zeyneks, Diese 
Zs. Bd. 49, S. 472 (1906) tiber das Verdauungshimatin. 
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Folgende Versuche sollen fernerhin die Frage entscheiden, 
ob alles in den Verdauungsgemischen vorhandene ionisierte 
Eisen im Ultrafiltrat mit der Rhodanidmethode nachweisbar ist. 


Versuch II, 52/58. 

20 cem eines 2 T'age alten Blut—Pepsinverdauungsgemisches, 
dessen Ultrafiltrat einen Fe-Gehalt von 0,2 x 107" Mol im 
com ergeben hatte (vgl. Tab. II, Nr. 2) werden mit 20 ccm 
einer 0,4°/,igen HCl-Lisung, die 0,5 x 10-? Mol Fe™ pro 
ccm enthalt, versetzt. Das hellgelbe Ultrafiltrat dieser Mischung 
ergibt, wie stets in Doppelbestimmung: 


Gef.') 0,35 x 10-7 Mol Fe pro ccm 
Ber. 0,35 x 1077 ra » eem. 


Versuch II, 83/85. 

Der Eisengehalt eines 10fach verdiinnten Rinderblutes 
nach Pepsin—Salzsiiureverdauung in der geschilderten An- 
ordnung wurde nach Ultrafiltration zu 0,2 x 107’ Mol im 
com bestimmt. 0,0220 g*) Ferroammoniumsulfat purissim. 
Merck) werden in 100 ccm einer 0,2°/, Pepsin (Gribler) 
enthaltenden 0,8°/,igen Salzsiure in einem 200-ccm-Rund- 
kolben gelést. Durch die Lésung wird 2'/, Stunden ein 


| lebhafter Strom reinen Wasserstoffs geleitet. Nachdem sicher- 


lich aller Sauerstoff verdraingt ist, wird zur Ferrosalz—Pepsin- 
HCl-Lisung 100 ccm des zum Vorversuch benutzten Blutes 
in 5facher Verdiinnung hinzugefiigt. Nach Umschiitteln kommt 
der Verdauungsansatz unter Stopfenverschlu8 fiir 17 Stunden 
in den Brutschrank. 

Das gelbe Ultrafiltrat dieses Gemisches, das starke Biuret- 
probe als Zeichen stattgehabter Pepsinverdauung zeigt, wird 
mit 0,4 °/ iger HCl aufs 7 fache verdiinnt, damit der Fe-Gehalt 
in die colorimetrische Reihe fallt. Es wird nach der Verdiinnung 
gefunden, bzw. aus dem Gehalt der Kisenlésung und dem nach 
dem Vorversuch aus dem Blut frei werdenden Eisen berechnet: 





1) Vgl. Anmerkung auf der nichsten Seite. 
*) FeSO,(NH,),SO, + 6H,O. Mol.-Gew. 392,4. 
0,0220 g = 5,607 x 10-5 Mol Fe. 
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Gef.') 0,45 x 1077 Mol Fe pro cem 
Ber. 0,43 x 1077 re 

Ionisiertes Eisen, das den Blut—Pepsinansitzen hinzu. 
gefiigt wird, wird also mit der angewandten Methode auch 
nach lingerer Kinwirkung im Ultrafiltrat quantitativ wieder- 
gefunden und zwar auch dann, wenn es vorher als 
zweiwertiges Eisen. vorhanden war. Fe" wird also bei 
der vorliegenden Anordnung quantitatiy als Fe™ nachgewiesen. 
Diese angefiihrten Kontrollen erlauben ihrerseits den Schluf, 
daB die bei den Hauptversuchen gefundenen Fe-Werte der 
Gesamtheit des im Verdauungsgemisch yorhandenen ionisierten 
Eisens entsprechen. 

Entstammen nun die geringen Kisenmengen, zu 
deren Freiwerden aus der Blutlésung die Verdauungs- 
salzsiure geniigt, dem Blutfarbstoff? Mit anderen Worten: 
Tritt ein, wenn auch nur geringfiigiger Zerfall des eisenhaltigen 
Hamatinmolekiils ein? 

Hier sind zunichst die quantitativen Beziehungen fest- 
zustellen. Aus einer groBen Anzahl von Hamoglobinbestim- 
mungen, die am geschlagenen Schlachthausblut vorgenommen 
wurden, ergab sich fiir Rinderblut ein Mittelwert von 65°/, Hgb 
nach Sahli. Das entspricht einem tatsichlichen Hamoglobin- 
gehalt des Blutes von 9,1°/, (100°/, Sahli = 14°/, Hgb im 
Blut). Bei Beriicksichtigung des Haimoglobineisenwertes von 
0,34 °/, kommt man in 10fach verdiinntem Blut zu einem 
Hisenwert von etwa 3,1 x 107-*g pro ccm. 





1) Anmerkung. Die Ubereinstimmung im obigen erster. Versuch 
zwischen gefundenem und berechnetem Wert darf nicht dazu verleiten, 
die Genauigkeit des Verfahrens zu tiberschiitzen. Das Versuchsresultat 
soll hier dazu dienen, die FehlergréBen zu diskutieren. Wenn im Ver- 
such der Wert 0,35 gefunden wurde, so heiBt das, daB die entsprechende 
Atherfarbe zwischen den Vergleichsréhrchen 0,4 und 0,3 lag. Diese 
beiden Werte wiirden, falls sie gefunden wiren, einen Fehler von 14,3 °/, 
nach oben oder unten gegeniiber dem berechneten Fe-Gehalt darstellen. 
Die Tatsache, daB ein etwa in der Mitte zwischen diesen Grenzwerten 
fallender Wert gefunden wurde, zeigt, daB der tatsichliche Fehler sicher 
weit unter 14,3 °/, liegt. Das gleiche gilt sinngem&8 fir die im zweiten 
Versuch angegebene Abweichung des gefundenen vom berechneten 
Wert. 
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Die tatsaichlich in den Blutansitzen gefundenen Werte 
iibersteigen auch bei langer Einwirkung der angewandten 
Saure fast nie den Wert von 0,3 x 1077 Mol im ccm. Das 
sind etwa 1,7 x 10-®g Fe oder bestenfalls 51/,°/, des gesamten 
Hamoglobineisens. Der in Tab. I, Nr. 4 gefundene Wert von 
0,5 x 107? gehért zu den Seltenheiten und dirfte mit dem 
auffallenden Koérperchenreichtum des betreffenden Blutes zu- 
sammenhangen. Auch bei dem himoglobinreicheren Pferdeblut 
(etwa 83°/, Hgb nach Sahli) wurde im allgemeinen der an- 
gegebene molare Wert von 0,3 x 107? nicht iiberschritten. 


| Jedenfalls ist in diesen und allen den Fallen, wo ein hdherer 


Hgb-Wert vorliegt, das prozentuale Verhiltnis des gefundenen 
zum Gesamteisen noch ungiinstiger. 
Bei den Zeitversuchen der Tabellen I u. Il wurde nur in einem 


| Teil der Falle der Hgb-Wert bestimmt. Die Berechtigung zu den so- 


eben gemachten Bemerkungen leiten wir aus den iiberaus zahlreichen, 
hier nicht einzeln angefiihrten spiteren Versuchen ab, bei denen regel- 
maiBige Hgb-Bestimmungen vorgenommen wurden. 


Es ist eine sehr auffallende Tatsache, daB die Eisen- 
abspaltung aus den Blutlésungen in so kurzer Zeit und bei 
so geringen Werten zum vollistindigen Stillstand kommt, 
Wollte man trotzdem annehmen, daB es sich um eine durch 
die Saure bedingte Abspaltung aus dem Blutfarbstoff handelt, 
so ware nur die Vorstellung méglich, daB zwischen dem 
Hamatin und seinen ersten Spaltprodukten, etwa im Sinne der 
unvollstindigen Reaktion Himatin —— eisenfreies Farbstoff- 
derivat + Fe, ein stark auf seiten des intakten Hamatins 
liegendes Gleichgewicht bestiinde, dessen Erreichung unter 
der katalytischen EKinwirkung der Saure stark beschleunigt 
wirde. Diese Annahme wiirde das Vermissen einer weiteren 
Abspaltung verstindlich machen. In diesem Falle miiBte aber 
Wegschaffen eines der Reaktionsprodukte, also etwa des Eisens, 


nach dem M.-W.-G. einen weiteren Fortschritt des Zerfalls bis 


zur Erreichung eines neuen Gleichgewichts zur Folge haben. Diese 
Folgerung ist mit Hilfe der Ultrafiltration einer experimentellen 
Priifung zuganglich. 

Man fillt eine beliebige Menge eines der sewaliiie sauren 
Blutgemische in einen Ultrafiltriertiegel, saugt bis auf ein 
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bestimmtes Volumen ab, fillt dann mit Saure gleicher Kon. 
zentration (0,4°/, HCl) bis zum urspriinglichen Volumen auf 
und bringt diese Lésung nun fir etwa 24 Std. in den Brut. 
schrank. Falls die hypothetische Annahme von dem Hiamatin- 
gleichgewicht richtig ware, miiBte dann nach einiger Zeit sich 
in dem Gemisch von neuem ein Gleichgewicht eingestellt 
haben, mit anderen Worten von dem unverindert vorhandenen 
Hamatin weiteres Eisen abgespalten worden sein. 

Wie die folgenden Versuche lehren, ist das durchaus 
nicht der Fall, sondern die Hisenkonzentration zeigt einen 
der erfolgten Verdiinnung entsprechenden Wert. 


Versuch II, 47/48. 


Ultrafiltrat eines 2 Tage alten Blutansatzes (10fach ver- 
diinnt) mit Pepsinsalzsiure (0,4°/, HCl) ergibt: 0,8 x 10~* Mol 
Fe im com. Von dem Tiegelinhalt wird etwa die Halfte 
abfiltriert. dann zum alten Volumen mit 0,4°/,iger HCl auf- 
gefillt. Inhalt im verschlossenen GefiB im Brutschrank 
auf bewahrt. 

Nach 24 Std. im Ulitrafiltrat: < 0,2 x 1077 Mol Fe 
im cem. Tiegelfiillung betrug diesmal 35 ccm, abfiltriert 
bis auf 10 ccm und aufgefillt mit 0,4°/, iger HCl zum alten 
Volumen. Inhalt wie oben bei 37° aufbewahrt. 

Nach 24 Std. im Ultrafiltrat: 0,05 x 10-7 Mol Fe 
im com. Nimmt man fiir den bei der ersten Verdiinnung 
angegebenen Wert < 0,2 x 1077 (d.h. zwischen den Rohr- 
chen 0,1 und 0,2, aber naher zu letzterem gelegene Farbe) 
0,175 x 10—' an, dann ergibt die Berechnung bei der letzten 
Verdiinnung, fiir die bestimmte Volumenzahlen zur Verfiigung 
stehen, in der Tat 0,05 x 10~" in Ubereinstimmung mit dem 
gefundenen Wert. 


Versuch IY, 8. . 
26 Std. alter Ansatz von Blut (10fach verdiinnt) in § 
0,4°/,iger HCl ergibt nach Ultrafiltration: 0,8 x 107‘ Mol 
Fe im ccm. Gesamtinhalt 40 ccm. Abgesaugt bis zum 
Volumen 16,5 ccm. Wiederauffillung und Aufbewahrung wie 
beim vorigen Versuch. 
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Nach 24 Std. im Ultrafiltrat: 0,1 x 1077 Mol Fe im ccm. 
Der Fe-Gehalt entspricht also wieder innerhalb der Ver- 
suchsfebler der erfolgten Verdiinnung. Jedenfalls kann in 


| beiden Versuchen von einer Nachlieferung von Eisen nach der 
Verdiinnung des Riickstandes keine Rede sein. 


Es wird also bei der Pepsinsalzsiureverdauung des 
Blutes aus dem Blutfarbstoff kein Hisen abgespalten. 
Die unter Einwirkung von Verdauungssalzsiure mit und ohne 


| Pepsin gleicherma8en in den Blutlésungen frei werdenden geringen 


Kisenmengen entstammen nicht dem Blutfarbstofi. Die gegen- 
teilige auf an sich richtigen Beobachtungen fuBende Annahme 
H. Schirokauers}) ist irrig. 


6. Einwirkung von Pankreatin auf Blut. 


Aufgabe dieser Versuche war es, zu priifen, ob Pankreatin- 
verdauung eine Abspaltung von EHisen aus dem Blutfarbstoff 
bewirke, das sich bei nachfolgender Behandlung mit verdiinnter 
Salzsiure in lonenform nachweisen lieBe. Wiirde sich also 
nach erfolgter Fermenteinwirkung ein Zuwachs an Hisen gegen- 
iiber den nicht vorbehandelten Blutlésungen mit der bisherigen 
Methode zeigen lassen, so wiirde das bedeuten, daB entweder 
durch die Verdauung das Eisen aus der organisch-komplexen 
Bindung gelést und nun durch die Saure in Ionenform iber- 
gefihrt wiirde oder aber, daB wenigstens eine Verinderung im 
Molekiil derart eingetreten ist, daB die Nachbehandlung mit 
der diinnen in dieser Hinsicht sonst unwirksamen Saure nun- 
mehr zur Herauslésung des Hisens geniigt. Grundsiatzlich ist 
jedenfalls die Frage nach einer Beeinflussung der Hisenbindung 
durch die Pankreatinverdauung auf diese Art zu beantworten. 

Da bekanntlich Serum die Wirksamkeit von Trypsin 
hemmt, wurden fiir alle Pankreatinversuche nur Lésungen von 
gewaschenen Blutkérperchen benutzt. Alle Verdiinnungsangaben 
im folgenden beziehen sich stets auf das urspriingliche de- 
fibrinierteBlut. 

Eine abgemessene Menge des gut durchgemischten frischen 
defibrinierten Blutes wird scharf zentrifugiert, das Serum ab- 


1) H.Schirokauer, Zs. f. klin. Med. Bd. 68, 8. 303 (1909). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVIII. 10 
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gehoben, die Blutkérperchen zweimal mit 0,85°/,iger Na(Cl- 
Lésung gewaschen und durch Auffiillen des ganzen mit Aq, 
dest. zum urspriinglichen Volumen Hamolyse herbeigefiihrt, 
Der Himoglobingehalt dieser Lésung entspricht dann dem des 
urspriinglichen Blutes. Eine 2,5fache Verdiinnung dieser Blut- 
lésung wird jeweils mit der gleichen Menge einer wibfrigen 
Pankreatinlésung versetzt, so daB eine 5 fache Blutverdiinnung 
entsteht. Nach erfolgter Verdauung ergibt Hinzufiigen von 
0,8°/,iger HCl zu gleichen Teilen dieses Verdauungsgemisches 
Ansitze, die eine 10 fache Blutverdiinnung darstellen; sie ent- 
sprechen also genau den friiheren HCl-Ansitzen und werden 
mit solchen verglichen. | 

Fir die Pankreatinverdauungsansatze wurden relativ hohe, 


namlich 1 bis 2°/,ige Fermentkonzentrationen gewahlt. Line 


entsprechende Menge des Trockenfermentes (Pankreatin. absol. 
pur. Rhenania) wurde mit einem kleinen Volumen Aa. dest. 
durch sorgfaltiges Verreiben in der Reibschale extrahiert, im 
gewiinschten F'lissigkeitsvolumen aufgeschwemmt, einige Zeit 
umgeschiittelt und von dem sehr erheblichen Riickstand durch 
ein Faltenfilter abfiltriert. Man erhalt ein gelb gefarbtes, 
vollig klares Filtrat. In Beriicksichtigung der nachfolgenden 
Verdiinnung beim Ansatz wurden also 2 bzw. 4°/, Ferment- 
extrakte benutzt. Diese Angaben beziehen sich auf die Menge 
des extrahierten Trockenfermentes. Derartige Lésungen zeigen 
auch bei neutraler Reaktion gute tryptische Wirksamkeit, wo- 
von wir uns durch Verdauungsversuche an hart gekochtem 
Hierklar tiberzeugten. Ihr Hisengehalt ist selbst in der doppelten 
als der schlieBlich vorhandenen Konzentration vollstindig zu 
vernachlissigen. In den Blutlésungen diirften fiir das Trypsin 
annaihernd optimale Bedingungen der Wasserstoffionenkonzen- 
tration bestehen, da der Darmsaft und das Blut annahernd 
die gleiche, dem Wirkungsoptimum des Trypsins entsprechende 
Wasserstofizahl besitzen (Michaelis ®). 

Die zum Vergleich dienenden unverdauten Saureansiitze 
wurden, um gleiche Bedingungen zu schaffen, neben den Pan- 





1) Vgl. L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration 1, Aufl, 
S.111, Berlin 1914. 
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kreatinansatzen verarbeitet. Zu den 21/,fach verdiinnten Blut- 
kérperchenlésungen kam in diesem Fall statt der Ferment- 
lésung die gleiche Menge Aq. dest. Beide Arten Ansitze 


kamen nun unter Zusatz einiger Tropfen Toluol, der gelegent- 


lich wiederholt wurde, in verschlossener Flasche in den Brut- 
schrank. Nach verschieden langer Zeit erfolgte dann in beiden 
Fallen gleichartig der HCl-Zusatz und nach 1—2 tagiger Saure- 
einwirkung bei 37° Ultrafiltration und Eisenbestimmung. Der 


| Fortschritt der Verdauung in den Pankreatinansitzen laBt sich 
gut beobachten. Schon nach wenigen Stunden setzt in den 


Lésungen eine braune Verfairbung ein, die an Intensitaét zu- 
nimmt und in einem halben Tag derart geworden ist, daB sie 
von den Blutsiurelésungen nicht zu unterscheiden ist. Sie 
diirfte wohl im wesentlichen auf Hamatinbildung beruhen. 
Die spektroskopischen Untersuchungen hieriiber sind nicht ein- 
deutig ausgefallen und noch nicht abgeschlossen. Die Kontroll- 
ansitze (waBrige Blutlésungen) zeigen zwar mehr oder weniger 
starke Methimoglobinbildung (spektroskopisch deutl. nachweis- 
bar), behalten aber doch im wesentlichen ihre Rotfairbung im 
Gegensatz zu dem tiefen Braun der verdauten Liésung bei. 
Diese Braunfarbung ist tatsichlich an das Wirksamwerden 


| des Fermentes gebunden und ist wohl nur so aufzufassen, dab 


jeder verdaute oder angedaute Globinkomplex jeweils seine 
prosthetische Gruppe freigibt. Folgender Versuch wurde an- 
gestellt. | 


Versuch II, 106. 


80 ccm einer auf die angegebene Weise bereiteten und 
filtrierten Pankreatinlésung werden +/, Stdn. am RiickfluBkihler 
in gelindem Sieden gehalten. Von dem abgeschiedenen flockigen 
weiBen Niederschlag wird abfiltriert. Die Farbe des Filtrats 
ist vielleicht eine Spur heller gelb als die ungekochte Ferment- 
lésung. Diese Lésung wird nun parallel neben jener zu den 
Blutansiitzen verwendet. Hs zeigte sich auch nach 24stiindigem 
Stehen bei Brutschranktemperatur (unter Toluolzusatz) noch 
keine Braunfarbung, wie sie bei den entsprechenden Ansitzen 


mit unzerstértem Ferment bereits nach kurzer Zeit eintrat. 
10* 
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Spektroskopisch zeigte sich in der roten Lésung im Gegensatz 
za einem unverdauten unter gleichen Bedingungen gehaltenen 
waBrigen Ansatz auch nicht einmal eine Andeutung eines 
Methamoglobinstreifens, sondern nur reduziertes Himoglobin. 

‘Folgende Tabelle (Tab. IV) bringt vergleichsweise die in 
einer Anzahl von Versuchen colorimetrisch ermittelten Eisen- 
werte nach vorheriger Pankreatinverdauung und ohne solche.’ 














Tabelle IV. 
Kisengehalt der Blutlésungen nach Pankreatinverdauung und nach 
HCl-Einwirkung. 
. | Dauer der Dauer Im Ultra- 
Pankreatin- . 
Lfde. |Protokoll- ly szentration| Pankreatin-| der HCl | jltrat go. 
Nr. | zeichen in °/ einwirkung | Einwirkung | Mol x 10-' 
f in Stdn. in Stdn. pro ccm 
1 | II, 98/99 2 31 14 0,2 
1 31 14 0,3 
i son 24 0,25 
2 II, 102/103 2 24 17 0,3 
1 24 17 0,2 
_ a 17 0,2 
3 {I, 106/107 2 27/, 38 0,2 
2 271), 38 0,2 
(gekocht) 
1 271), 38 0,25 
— —_ 0,2 
4 II, 109/111 ee 48 381/, >0,2 
Kai mete 381/, <0,2 
5 |IT, 114/115 2 49 40 0,25 
_ a 40 0,25 

















Wie man sieht, stimmen die colorimetrischen Werte beim 
gleichen Blut mit und ohne Pankreatinverdauung (letzteres 
jeweils in der letzten Querspalte der Tabelle) innerhalb der 
zu erwartenden Genauigkeit tiberein; insbesondere ergibt der 





') Die Ultrafiltrate der pankreatinverdauten Ansitze zeigen im 
Gegensatz zu den Kontrollen starke Biuretreaktion. 
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Ansatz mit der durch Kochen zerstérten Fermentlésung das 
gleiche Resultat wie derjenige mit dem gut wirksamen Ferment. 
Im itibrigen zeigten sich wieder annihernd die gleichen Werte 


wie bei den Salzsiureversuchen mit und ohne Pepsinverdauung, 


so daB die Ergebnisse des vorigen Abschnittes hier ihre Be- 
stitigung finden. 

Aber in einer Hinsicht waren die in der Tabelle an- 
gefihrten Resultate erginzungsbediirftig, wenn ihnen Beweiskraft 
zukommen solite. Wird zu pankreatinverdauten Blut- 
ansatzen hinzugefiigtes Eisen mit der angewandten 
Methode ebenso wiedergefunden, wie dies bei der Pepsin- 
verdauung gezeigt werden konnte? 

Es zeigt sich, wie gleich vorausgeschickt sei, daB dies 
nicht vollstandig der Fall ist, sondern daB hierbei ein Teil 
des hinzugefiigten Eisens sich dem Nachweis mittels der Rhodan- 
probe im Ultrafiltrat entzieht; es bleibe zunachst dahingestellt, 
worauf der in der Starke der Rotfirbung sich duBernde Ver- 
lust beruht. Wir glauben durch die quantitative Auswertung 
folgender Versuche die vorhergehenden Resultate eindeutig zu 
machen. | 

Nach erfolgter Pankreatinverdauung einer Anzahl ver- 
schiedener Blutlésungen, wie in den bisherigen Versuchen, 
wurden diese auB8er mit der iiblichen 0,8°/, igen HCl in Parallel- 
ansitzen mit eben solcher Saéiure zu gleichen Teilen versetzt, 
die eine gewogene Menge Ferro- oder Ferrisalz enthielt. Nach 
langerer EKinwirkung bei Brutschranktemperatur erfolgte dann 
Ultrafiltration und nach entsprechender Verdiinnung die colori- 
metrische EHisenbestimmung. Verwendet wurde Mohrsches 
Salz bzw. Ferriammoniumsulfat, beides reinste Mercksche 
Praparate. Die hinzugefiigten Eisenmengen wurden innerhalb 
des Bereiches der fiir gewéhnlich gefundenen und der nach 
dem Himoglobingehalt theoretisch méglichen Fe-Konzentration 
weitestgehend variiert. Folgende Tabelle (Tab. V) zeigt die 
erhaltenen Resultate. In dieser findet man in Stab 5 die aus 
dem Zusatz der Kisenlésung resultierende Fe-Konzentration in 
Mol pro 1ccm. Aus dieser und dem bei Pankreatinverdauung 
mit nachfolgender Saiurebehandlung gefundenen Wert (Stab 4) 
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ergibt sich der berechnete Wert im Ultrafiltrat (Stab 8). Stab7 B A 
enthilt den im Ultrafiltrat gefundenen Wert. In Nr. 1 wurde B d 

































































Ferrisalz. hinzugefigt, in den iibrigen Versuchen Ferrosalz. fr 

Tabelle ‘V. ‘ 

Zusatz von Fe-Salz zu den Pankreatingemischen. ke 

1} oe oe 4 ea ee ta 

gd tol Se] £8 | 62 &| In 1 ccm des a F 

i Ss] de [PSs tees] F885 |° 2! Ultrafiltrats | 3-3 ir 
, S2] 32 |eEISEE% | 28% | 5) moi cto | 25 | mor 
a5] FR BrH2Ees|/s2*s aga] Moto | Fe | am 

Stdn. [pro 1 cemjpro 1 cem/ Stdn. Gef. | Ber. *, 4 

1 | ID, 42/44] 65 0,2 $3,481) | 54 | 25 | 868 | 68 | Ferris p 

2 | III, 31/33] 40 0,2 2,6 25 | 22 | 28 | 78, | Ferro 5 

8 | III, 35/86] 48 0,15 2,19 438 | 1,6 | 2,34 | 68'/,| desl , 

4 | II, 70/72] 42 0,2 1,22 48 | 110/142 | 77/,| descli 4 
5 | I, 70/72] 42 0,2 0,61 48 | 0,6 | 0,81 | 74 desg 

Aus der Tabelle ist folgendes zu ersehen: 

1, Vom zugesetzten Kisen werden 68—78°/, wiedergefunden, 
der Rest entzieht sich dem Nachweis mit der angewandten § | 
Methodik. : 

2. Ferri- und Ferrosalz verhalten sich in dieser Beziehung § 
gleichartig. In Ubereinstimmung mit den fritheren Versuchen f 
kann also der Verlust nicht etwa darauf zuriickzufihren sein, § , 
daB sich Ferrosalz unvollstindig oxydiert. ts 

3. Es zeigt sich kein Unterschied bei verschieden hoher § , 
Konzentration des zugefiigten Kisens. Bei einer Variation § 
von etwa 63°/, bis herunter zu etwa 11°/, der aus dem Hamo- g 
globin theoretisch méglichen Eisenmenge zeigt sich annahernd § ); 
der gleiche Verlust. . 

Der letzte Versuch (Nr.5 der Tab. V) scheint von besonderer § , 
Wichtigkeit. Hier zeigt sich, daS Hinzuftigen von etwa der § , 
doppelten bis 3fachen der in der Regel bei der Séurebehandlung § 





nachweisbar werdenden Kisenmenge noch den sehr merklichen 





) Dem durchschnittlichen Hamoglobingehalt entsprechende Fe- 
Konzentration 5,1 x 107? Mol pro 1 cem. 
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Ausschlag in der colorimetrischen Bestimmung auf das Dreifache 
des ermittelten Leerwertes (0,6 gegeniiber 0,2 x 10~* Mol) ergibt; 
freilich finden sich auch hier nur */, der theoretischen Kisen- 
menge. 

Im Gegensatz zum Verhalten von Fleisch bei der Pan- 
kreatinverdauung (woriiber wir in anderem Zusammenhang 
Versuche anstellten), beruht bei vorliegenden Versuchen das 
Kisendefizit nicht etwa auf einer Stérung der Rhodanreaktion 
im Ultrafiltrat. Dies beweist unter anderem folgender Versuch. 


Versuch III, 52/53. 

Im Ultrafiltrat eines Blut-HCl-Ansatzes nach vorheriger 
441/, stiindiger Pankreatinverdauung werden 0,2 x 10—" Mol Fe 
pro ccm gefunden. 5 ccm desselben Ultrafiltrats werden mit 
5cem Fe-Lésung I (Fe 1 x 10~* Mol pro ccm) versetzt und 
nach etwa ltagigem Stehen bei Brutschranktemperatur der 
Fe-Gehalt bestimmt. 


Gefunden: 5,6 x 10~? Mol pro 1 cem. 
Berechnet: 5,2 x 10~7 Mol pro 1 cem. 

Wie man sieht, wird — mit einem Fehler von nicht 8°/, 
nach oben — der theoretische Wert wiedergefunden. 

Die soeben besprochene Versuchsreihe rechtfertigt m. E. 
den Schlu8, daB bei der Pankreatinverdauung nicht mehr Hisen 
frei wird, als mit der Rhodanprobe nachzuweisen ist. Ware 
iberhaupt ein Zuwachs nachweisbar, so wiirde iiber die quanti- 
tativen Verhaltnisse nichts Sicheres auszusagen sein, der 
negative Befund — die Identitat verdauter und unverdauter 
Ansitze — ist hier beweisend. Sahen wir doch, da8 der 
geringe Hisenzusatz in Nr. 5 der Tab. V sich noch sehr deut- 
lich erkennbar zeigt. Wir kénnen also zusammenfassend 
sagen, daB auch bei der Pankreatinverdauung (wihrend 
1—2 Tagen) aus dem Himoglobin der Blutlésungen 
kein Eisen abgespalten bzw. keine Abspaltung durch 
Verdauungssalzsaiure erméglicht wird. 

Erginzend wurden noch Versuche ausgefiihrt, in denen 
die tryptische Verdauung nach vorausgegangener Pepsin- 
verdauung stattfand oder auch mit Riicksicht auf die aller- 
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dings bestrittenen Angaben Snappers’) tiber die Bedeutung 
der Galle bei der Porphyrinbildung im Darm, Galle bei der 
Pankreatinverdauung zugesetzt war. 

Um zu gleicher Endkonzentration des Blutes zu gelangen 
wie bisher, wird bei folgenden Versuchen von einer doppelt 
so konzentrierten Blutlésung ausgegangen. Wegen dieser 
hohen Blutkonzentration kommt ferner eine erheblich stirkere 
Pepsinlésung zur Anwendung. Nach erfolgter Pepsinverdauung 
muB das Gemisch fir den Pankreatinansatz neutralisiert werden. 
Das geschieht derart, daB vorher austitriert wird, wieviel Kubik- 
zentimeter einer bestimmten Sodalésung zur Neutralisation 
einer dem Blutansatz entsprechenden HCl-Liésung erforderlich 
sind. Mit dieser Menge wird dann das Verdauungsgemisch 


versetzt bis zu einem entsprechenden Volumen mit Wasser, § 


einer Pankreatinlésung berechneter Konzentration und eventuell 
mit frischer Galle aufgefillt. Nach stattgehabter Pankreatin- 
einwirkung erfolgt wie friiher Zusatz von 0,8°/,iger HCl zu 
gleichen Teilen, Ultrafiltration und Eisenbestimmung im Ver- 
gleich mit unverdautem und nur pankreatinverdautem Ansatz. 
Folgende beiden Versuche dienen als Beispiele. 


Versuch II, 114/118. 


40 ccm einer Blutlésung 1 auf 1,25 (serumfrei) 
HCl 0,8°/, ) 
Pepsin 0,8°/, 


Nach 27 stiindiger Pepsinverdauung bei 37° erfolgt folgender 


Ansatz: 
40 cem obigen Verdauungsgemisches | 

+5,5cem 10°/,ige Sodalésung (erforderlich zur Neutralisation) 

+ 4,5 cem Aq. dest. 

+ 30 ccm einer 5'/,°/,igen Pankreatinlésung. 
Pankreatinendkonzentration. . . 2°, 
PN aN ok kg ow EOS 
Reaktion gegen Lackmus schwach alkalisch. 


+40 ccm einer HCl-Pepsinlésung ( 





1) Snapper, Berl. klin. Wochenschr. Bd. 58, S. 800 (1921) und 
Arch. des malad. de l’appar. dig. et de la nutrit. Bd. 14, S. 677 (1924). 
Vgl. demgegeniiber H. Kimmerer, Klinisehe Wochenschr. Bd. 2, 
S. 1158 (1928), sowie H. Fischer u. K. Schneller, Diese Zs. Bd. 135, 
S. 253 (1924). 











vO 


er 


oo a 


ls 







































r 


Eisenstudien. 151 


Unter mehrmals tiglich wiederholtem Toluolzusatz Ver- 


| dauung im Brutschrank 48 Stunden. Nach dieser Zeit Zusatz 


yon HCl 0,8°/, zu gleichen Teilen. Nach 37stiindiger Hin- 
wirkung Ultrafiltration und Vergleich des EKisenwertes mit 
entsprechenden Ansiitzen des gleichen Blutes, die nur der Pan- 
kreatinverdauung unterzogen oder nur mit Siure versetzt waren. 


Versuch II, 121/128. 

Entsprechende Vorbehandlung und entsprechender Ansatz 
wie beim vorigen Versuch mit anderem Blut; Pepsinkonzen- 
tration jedoch nur halb so hoch. Zur Neutralisation not- 
wendige Sodalésung 5,40 ccm. Beim Neutralisationsansatz statt 
Aq. dest. 4,6 com Rindergalle. 

Pankreatinlésung wie oben. 


Pankreatinendkonzentration . . . .....- + 2% 
Galle. .°.:. . « . . £6: ccm in 60-com Licung 
Blutlésung . . . 1 auf 5 


Reaktion gegen Lackmus Spur alkalisch. 
Folgende Tabelle (Tab. V1) enthalt die Versuchsresultate 
und zeigt, daB auch in diesen Fallen kombinierter Pepsin— 
Pankreatinverdauung kein Eisenzuwachs nachweis- 
bar ist. 














Tabelle VI. 
Kombinierte Pepsin-Pankreatinverdauung des Blutes. 
In 1 ccm 
Dauer d.} Dauer d.} Dauner d. 
ifd.| Proto- | Pepsin- | Pankre- | HO1-Kin- Pig Be- 
koll- verdau- | atinver- | wirkun 
is zeichen | Ung in | dauung | in Stdu bg cote merkungen 
Stdn. | in Stdn. tS ae 
1 |It, 114/118 27 48 37 0,25 « 
— 49 40 0,25 » 
a se 40 0,25 
2 jII, 121/123 94 38 30 0,2 Zum Ansatz 
sien iis 10 0,15 Rindergalle 
hinzugefiigt 




















7. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die angefiihrten Versuchsreihen ergaben, wie man sah, 
daB aus dem nativen Blutfarbstoff unserer Blutlésungen weder 
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durch Pepsinsalzsiure noch durch die Pankreasverdauung Hisen 
in ionisierbarer Form abgespalten wird. Wieweit das auch fiir 
krystallisiertes Hamoglobin gilt, miiBten erst entsprechende 
Versuche zeigen. Es wire wohl méglich, dab solcher Blut- 
farbstoff, der selbst nach den schonendsten Methoden dar. 
gestellt’), doch nicht unbetrachtlichen Hingriffen ausgesetzt ist, 
sich in dieser Hinsicht anders verhielte.”) Der physiologischen 
Bedeutung des erhobenen negativen Befundes wiirde das m. E. 
kaum Abbruch tun. Das Verhalten der Blutlésungen gegen- 
tiber der Pankreatinverdauung unterscheidet jene jedenfalls 


grundsitzlich vom Fleisch, bei welchem nach Abderhalden § 


und Hanslian*) mit fortschreitender tryptischer Verdauung 
bereits sehr schnell das Hisen aus der organischen Bindung 
herausgelést wird. Eine einheitliche Auffassung vom Schicksal 
des ,,Nahrungseisens“ ist demzufolge, wie bereits in der Kin- 
leitung angedeutet, nicht am Platze. Im Zusammenhang mit 
den vorliegenden Befunden fiihrt die vielseitig gesicherte Tat- 
sache, daB bei Blut- bzw. Blutfarbstoff- oder Hamatinzufubr 
Hisenresorption im Duodenum mit nachweislicher Fe-Ablagerung 
in dessen Epithelien stattfindet, zu bemerkenswerten Konse- 
quenzen. Die Fahigkeit zur Hisenabspaltung aus dem Hi- 
matin mu8 man nimlich dann als eine Higenschaft der lebenden 
Epithelzelle ansprechen. Eingangs wurde erwahnt, daB Ab- 
derhalden‘) bereits eine derartige Funktion des Epithels fir 
die Umwandlung der Eisenverbindungen im Darmkanal in Er- 
wigung zog; fiir den Blutfarbstoff scheint dieser Schlu8 nun- 
mehr zwingend, wenn man die vorliegenden experimentellen Tat- 
sachen in Kinklang miteinander bringen will. Versuche, die Ein- 
wirkung von lebenden Zellen und Geweben auf den Blutfarb- 
stoff beziiglich einer etwaigen EHisenabspaltung daraus mit der 

1) Vgl. hierzu F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 136, S. 147 (1924). 

*) Es sei hier an das verschiedene Verhalten frischen und ab- 
gestandenen Blutes gegeniiber konz. Salzsiiure erinnert. Nur aus letz- 
terem erfolgt Porphyrinbildung, also Eisenabspaltung. O. Schumm, 
diese Zs. Bd. 182, 8. 34 (1924). 

*) E. Abderhalden u. R. Hanslian, Diese Zs. Bd. 80, S. 121 


(1912). 
*) E. Abderhalden, Zs, Biol. Bd.'39, S. 151 (1900). . 
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geschilderten Methodik zu studieren, haben wir bereits vor 
einiger Zeit in Angriff genommen. In dieser Richtung liegen 
auch mancherlei experimentelle Tatsachen von anderer Seite 


‘yor, die zum Teil von anderer Fragestellung aus gewonnen 


wurden. So sei vor allem auf die wichtigen Arbeiten von 
Hugo Kammerer und Hans Fischer hingewiesen, die sich 
mit dem Problem der Porphyrinbildung aus dem Blutfarbstoff 
unter verschiedensten Bedingungen befassen. 

Kimmerer?') konnte zeigen, daB unter der EKinwirkung 
gewisser, aus menschlichen Faeces geziichteter Bakterien- 
gemische merkliche Mengen Porphyrin im Blut frei werden, 


| mit anderen Worten, daB eine partielle EKisenabspaltung aus 


dem Haimatin erfolgt. Neuerdings studierten Fischer, Kaim- 
merer und Kiihner’) das Verhalten von Fleisch wahrend 
der Autolyse. Sie fanden, da8 hierbei im Gewebe Kisen mikro- 
chemisch leicht nachweisbar wird als Zeichen bereits im Ge- 
webe stattfindender Bildung von Porphyrin aus dem vorhandenen 
eisenhaltigen Farbstoff. Alle diese Versuche sind offensicht- 
lich gleich wichtig fiir die Frage nach dem Schicksal des Blut- 
farbstofis im tierischen Organismus, seinen Abbau und seine 
Umbildung zu Gallenfarbstoff, wie fiir die uns hier interessierende 
Kisenfrage. 

In der vorliegenden Versuchsreihe hatte sich weiterhin 
ergeben, daB aus den benutzten Blutlésungen unter der Hin- 
wirkung von Verdauungssalzsiure bei Brutschranktemperatur 
ziemlich rasch eine zwar geringe, aber sehr deutlich bei ihrem 
ersten zeitlichen Anstieg verfolgbare Menge Eisen frei wird, 
nachweisbar mittels der Rhodanidreaktion. Es konnte gezeigt 
werden, da8 mit gréBter Wahrscheinlichkeit dieses Hisen, dessen 
Menge annahernd +/,, der im Hamoglobin vorhandenen aus- 
macht, nicht aus dem Blutfarbstoff stammt. Es ist nur in 
den Blutkérperchen nachweisbar, wihrend Plasma bzw. Serum 
praktisch frei von Eisen sind. Weitere Untersuchungen sind 





1) H. Kammerer, Klin. Wochenschr. Bd. 2, & 11538 (1928); Dtsch. 
Arch, f. klin. Med. Bd. 145, S. 257 (1924). 

*) H. Fischer, H. Kammerer u. A. Ktihner, Diese Zs. Bd. 139, 
8. 107 (1924). | 
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der Frage nach der Natur dieses hamoglobinfremden LEisens § 
gewidmet. Es wird zu priifen sein, ob es sich dabei um das 
Atmungseisen (Warburg) der Erythrocyten oder um solches 
Eisen handelt, das sich auf dem Wege von den. Resorptions- 
oder Depotstitten zu den Bedarfssorten in den Organzellen 
befindet. 


Zusammenfassung, 


1. Die Einwirkung von Verdauungssalzsiure, Pepsin und 
Pankreatin auf Blutlésungen, beziigtich etwaiger Kisenabspaltung F 
aus dem Hiamoglobin, wird mittels der Rhodanidmethode im 
sauren Ultrafiltrat studiert. 

2. Weder die Verdauungssalzsiure, noch die angewandten 
Fermente bewirken eine nachweisbare Hisenabspaltung aus 
dem Blutfarbstoff. Auch kombinierte Einwirkung der Fermente 
nacheinander ist in dieser Hinsicht ohne erkennbaren Hinflub. 

3. Die geringe Menge Eisen, zu deren Freiwerden aus den 
benutzten Blutlésungen die Verdauungssalzsaure geniigt, stammt 
nicht aus dem Blutfarbstoff. Sie betrigt */,,— /,, des vor- 
handenen Haimoglobineisens. 














Wher Quecksilber- und Arsenverbindungen 
einiger Pyrrole. I. 


Von 


Hans Fischer und Richard Miiller. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Mtinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14, Juni 1925.) 








Uber Quecksilberverbindungen der Pyrrole ist wenig be- 
kannt, iiber Arsenverbindungen gar nichts. Von Nencki und 
Zaleski+) wurde Sublimat beniitzt zur Abscheidung des Hamo- 
pyrrols und von diesen Autoren wurde festgestellt, daB die 
Sublimatverbindung des Hiamopyrrols die Zusammensetzung 
(C,H,,N),He(HgCl,), besitzt. Willstatter und Asahina?) 
fanden, daB nur die trisubstituierten Pyrrole des Hamopyrrol- 


'gemisches von Sublimat gefallt werden, wahrend das tetra- 


substituierte Phyllopyrrol der Fallung entgeht. Die genannten 
Autoren schlieBen daraus, da8 bei der Reaktion der Pyrrole 
mit Quecksilberchlorid nicht Salzbildung am Stickstoff, sondern 
wahrscheinlich Mercurierung am Kohlenstoff eintritt, wie sie 
zuerst beim Thiophen von J. Volhard, bei vielen aromatischen 
Verbindungen von O. Dimroth und anderen Forschern beob- 
achtet wurden.’) Die Tatsache, daB die trisubstituierten Haimo- 
pyrrole mit Quecksilberchlorid gefallt werden, wurde auch von 





*) Nencki u. Zaleski, Chem. Ber. Bd. 84, 8. 1003 (1901). 

*) Willstaitter u. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll, 
Springer 1913, S. 379. | 

8) J. Volhard, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 267, 8.172 (1891); 
0.Dimroth, Chem. Ber. Bd. 31, S. 2154 (1898); Bd. 32, S. 758 (1898); 
Bd. 35, S. 2082, 2853 (1902). | 
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Willstatter und Asahina bei Chlorophyllderivaten zur Be. 
stimmung der Himopyrrole angewandt, wobei der enorme 
Unterschied in der Ausbeute beim Athylchlorophyllid und den 
Porphyrinen auffallt. Diese Differenz zugunsten der Por. 
phyrine — gerade 100°/, — spricht sehr im Sinne der Will. 
statterschen Anschauung, daB beim Ubergang des Chloro- 
phylls in Porphyrin eine erhebliche Konstitutionsinderung 
eintritt. 

Quecksilberverbindungen synthetisch reiner Pyrrole sind 
anscheinend, soweit das aus der Literatur hervorgeht, noch 
nicht untersucht worden und wir haben deshalb diese Liicke 
ausgefillt. 

Es wurden die schén krystallisierten Quecksilberchlorid- 
verbindungen von 2,5-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol, 2,4-Di- 
methyl-3-carbithoxypyrrol, von 2,3,5-Trimethylpyrrol, 2,4-Di- 
methylpyrrol, von Pyrrol selbst, von Kryptopyrrol und N-Me- 
thylpyrro! dargestellt und analysiert. Einzelheiten sind dem 
experimentellen Teil zu entnehmen. Bei den genannten 
Pyrrolen war die Zusammensetzung der Quecksilber—Sublimat- 
verbindungen analog der von Nencki isolierten Haimopyrrol- 
verbindung. 

Beim 2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol verlief die Reaktion 
nicht so glatt. Schén krystallisierte Priparate gaben bei der 
Analyse Quecksilberwerte von etwa 49°/,, wahrend nach der 
Theorie 62°/, berechnet waren. Durch verlustreiches Umn- 
krystallisieren gelang es, den richtigen Quecksilberwert zu er- 
halten. Uber die zweifellos vorhandénen Nebenprodukte haben 
wir keine naheren Untersuchungen angestellt. Bemerkens- 
werterweise gaben die Quecksilberverbindungen aller genannten 
Pyrrole mehr oder weniger stark positive Aldehydproben, nur 
beim Hantzschschen Pyrrol ist diese absolut negativ. 

Durch Einwirkung von Jod—Jodkalilésung auf die Queck- 
silberverbindung des 2,5-Dimethyl-3-carbathoxypyrrols und des 
2,4-Dimethyl-8-carbithoxypyrrols wurden die bereits mit 
Scheyer erhaltenen entsprechenden Jodpyrrolverbindungen 
erhalten. Dies steht im Hinklang mit den Beobachtungen 
Dimroths bei den Phenol—Quecksilberverbindungen, 
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Die Beobachtung Willstatters, daB Phyllopyrrol nicht 
mit Sublimat fallt, kénnen wir an diesem und weiteren tetra- 


‘substituierten Pyrrolen bestitigen. 2,4-Dimethyl-3,5-dicarb- 


athoxypyrrol reagiert nicht mit Sublimat. Aus dem 2,4-Di- 


 methyl-3-acetyl-5-carbathoxypyrrol erhielten wir bei Abiande- 


rung der Versuchsbedingungen, namlich durch Schmelzen mit 
Quecksilberacetat im Olbad auf 150° eine schén krystallisierte 
Quecksilberverbindung; wahrscheinlich ist, daB hier das Queck- 


isilber in die Seitenkette eingetreten. 


Die bisherigen Befunde bestatigen und erweitern die der 
friheren Autoren. Als wesentlich neu kommt hinzu die Fest- 
stellung, daB diese Quecksilberverbindungen relativ leicht durch 
Schwefelwasserstoff zerlegbar sind und dies ist wichtig fir die 


Isolierung von Pyrrolen aus Gemischen, wie man sie z. B. bei 


der Reduktion des Blutfarbstoffs erhalt. Gerade hier und be- 
sonders beim Arbeiten im kleinen MaBstab ist es sehr lastig, 
daB die freien Pyrrole sehr hinfallig sind und schnell zugrunde 


igehen. Die Isolierung der Quecksilberverbindungen ist sehr 


einfach, fiihrt zu bestindigen Kérpern und Willstaitter hat 
deshalb auch bereits die Quecksilberverbindungen der Haimo- 


pyrrole zu quantitativen Bestimmungen benutzt. Wir haben 


festgestellt, daB auch die Siuren mit Sublimat fallbar sind 
und daB aus den Quecksilberverbindungen der Basen sowie der 


‘Saiuren durch Schwefelwasserstoff leicht wieder die ur- 
springlichen Pyrrole regeneriert werden kénnen. Man 





wire versucht, aus diesem Resultat zu schlieBen, daB die 
Bindung des Quecksilbers- bei den Pyrrolen doch am Stick- 
stoff stattfindet; dies ist sehr unwahrscheinlich. Linerseits 
reagieren die tetrasubstituierten Pyrrole, wie bereits hervor- 
gehoben ist, nicht mit Quecksilber und andererseits ist die 
Quecksilber—Kohlenstoffbindung nicht durch sehr groBe Stabi- 
litit ausgezeichnet, wie wir an den Phenol- und Kresol—Queck- 
silberverbindungen, die von Dimroth beschrieben sind, fest- 
stellen konnten. Dort handelt es sich bestimmt um Queck- 
silber-Kohlenstoff bindungen, aber auch hier gelingt es leicht, 
mit Hilfe von Schwefelwasserstoff in der Warme die Kohlen- 


f stofi—Quecksilberbindung zu sprengen und das Ausgangsmaterial 
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wieder zu erhalten. Wir haben dies festgestellt an den von 
Dimroth hergestellten Di-Quecksilberdiacetat-Verbindungen 
des Phenols, des p-Kresols und ebenso an den Quecksilber. 
chloridverbindungen der genannten Kérper. In allen Fallen 
konnten wir durch Einwirkung von Schwefelwasserstoff leicht 
das Ausgangsmaterial wieder gewinnen. Dies bildet eine Be. 
stitigung der Angaben von Dimroth, der wiederholt auf die 
Méglichkeit der Zerlegung seiner Quecksilberverbindungen 
durch H,S hingewiesen hat.") 

Hamin steht zwar in geniigender Menge fiir quantitative 
Aufspaltungsversuche zur Verfiigung, jedoch nicht viele Derivate 
z. B. Atioporphyrin. Die Gewinnung von 1 g Atioporphyrin 
erfordert z. B. auch in der Hand des Geiibten einen Arbeits- 
aufwand von mindestens 6 Wochen und ist sehr kostspielig. 


Das waren die Hauptgriinde, die zur Ausarbeitung der oben & 


bereits erwihnten Quecksilbermethoden fiihrten und da die 
Fallung der Pyrrole mit Sublimat tiberaus empfindlich ist, 
muBte sie gleichzeitig auch im kleinen MaSstab durchfihrbar 
sein. In der Tat kann man mit Hamin bis auf 0,1 g herunter- 
gehen und noch brauchbare Werte erhalten, wie aus den An- 
gaben im experimentellen Teil hervorgeht. Das Resultat war 
im wesentlichen eine Bestitigung der Ausbeuteverhiltnisse bei 
den im groBen MaBSstab durchgefiihrten Versuchen und erwies 
die Brauchbarkeit des neuen Verfahrens, um _ vergleichende 
Versuche mit kleinen Mengen durchzufiihren. Die Ausbeuten 
der Basen betrugen etwas mehr als die Halfte der theoretiach 
berechneten, so da8 mit Beriicksichtigung der Tatsache, da 
Phyllopyrrol mit Quecksilber nicht fallt, zwei Pyrrolkerne des 
Haimins fir das Entstehen der Basenfraktion verantwortlich 
sind. Bei den Sauren erhielten wir immer eine gréBere Aus- 
beute als die berechnete und zwar rihrt dies daher, daB stets 


Kalomel den Quecksilberverbindungen der Sauren beigemengt f 


war. Woher diese Bildung des Kalomels kommt, muB noch 
niher untersucht werden. Aus den Quecksilberverbindungen 
der Saéuren wie der Basen konnten dann durch Behandlung 





1) Dimroth, Chem. Ber. Bd. 35, 8. 2868, 2870, 2872 (1902). 
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mit Schwefelwasserstoff leicht wieder die urspriinglichen Pyrrole 

regeneriert und durch Uberfiihrung in die krystallisierten Pikrate 

identifiziert werden. . 
Wir haben die Methode dann noch weiter verfeinert 


} dadurch, daB in den Basen und Sidurefraktionen der Stick- 


stofigehalt nach Kjehldahl ermittelt wurde und durch Ver- 
gleich der so ermittelten Zahlen mit dem Gewicht der Queck- 
silberniederschlige bekommt man ein befriedigendes Uber- 
sichtsbild tiber die Verteilung an den Spaltprodukten des Blut- 


| farbstofis und wir beabsichtigen nach dieser Methode die ein- 


zelnen Porphyrine zu analysieren. Zunichst haben wir das 
Atioporphyrin einer vorliufig orientierenden Untersuchung 
unterzogen, bei der, wie zu erwarten war, ein Anwachsen der 
Basenfraktion zu konstatieren ist. Phyllopyrrol scheint in 


| gréBeren Mengen aufzutreten als bei der Reduktion des Hamins, 


jedoch miissen diese Versuche noch wiederholt werden. Das 
Atioporphyrin, das fiir diese Versuche verwendet wurde, war 
nach Willstatters Vorschrift iiber Haimoporphyrin dargestellt 
und neuere Versuche haben uns dariiber belehrt, daB das 


-Hamoporphyrin mit Sicherheit nicht einheitlich ist. Ob in 


ihm noch teilweise ein Porphyrin mit ungesittigten Seiten- 
ketten enthalten ist, dariiber sind die Untersuchungen noch 
nicht abgeschlossen. Ein eindeutiges Resultat wiirde wohl er- 
halten werden beim reduktiven Abbau des Atioporphyrins aus 
Mesoporphyrin, eine Untersuchung, die in Angriff genommen ist. 

Weiterhin seien noch kurz einige Resultate erwahnt, die 
bei Versuchen itiber die Konstitutionsbestimmung des Atio- 
porphyrins ermittelt wurden und deren Publikation schon jetzt 
erfolgt, weil es uns unméglich ist, die Arbeit gemeinsam fort- 
zufihren. Tetraphenylithylen wird durch Ozon glatt gespalten 
unter Bildung von Benzophenon und Dibiphenylenathylen er- 
gibt Diphenylenketon. Letztere Spaltung hat schon Graebe?) 
mit Hilfe von Chromsiure in saurer Lisung durchgefthrt. Die 


| Ozonoxydation des Atioporphyrins ergab noch kein einwand- 


freies Resultat, jedoch kann auch das Verhalten des Atio- 
1) Graebe u. Mantz, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 290, 8, 244 
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porphyrins nicht ohne weiteres mit dem Resultat bei den ge. 
nannten Kohlenwasserstoffen in Parallele gesetzt werden des. 
halb, weil der Pyrrolkern zwar einigermaBen widerstandsfahig 
gegen die Behandlung mit Ozon ist, bei energischer Behand. 
lung jedoch vollkommen abgebaut wird bis zur Oxalsiure 
und Kohlensiure und Wasser. Niaheres hieriiber ist der 
Dissertation des Herrn Dr. Rich. Miller, Miinchen 1923, zu 
entnehmen. 

Endlich haben wir zahlreiche Versuche unternommen, um 


in Mesoporphyrin Carboxyl einzufiihren. Wir erhitzten Meso- | 
porphyrinnatrium 2 Stunden lang auf 110—120° und leiteten | 


ei 


wahrend der genannten Zeit einen langsamen trockenen Kohlen- 
siurestrom dariiber. Nach Beendigung der Reaktion konnten 
wir spektroskopisch feststellen, dab ein neuer Streifen bei 617 


entstanden war, der dem Mesoporphyrin nicht zukommt. Wir | 
haben die Bedingungen dann zahlreich variiert und noch oft | 


diese Beobachtung gemacht. Die Ausbeute an dem erhaltenen 
Kérper war jedoch stets so gering, daB eine Identifikation 
nach chemischen Methoden nicht méglich war. Man kénnte 
die Versuche in dem Sinne deuten, daB Carboxylierung ein- 
getreten ist. Die Versuche sollen bei erhéhtem Druck (etwa 
200 Atm.) wiederholt werden. 


Uber Arsenverbindungen der Pyrrole. 


Es war naheliegend im AnschluB an die Quecksilber- 
verbindungen der Pyrrole, auch Arsenverbindungen der Pyrrole 
zu gewinnen. Uns interessierte bei den Arsenverbindungen 
natiirlich in erster Linie, ob diese vielleicht gegen Trypanosomen 
eine spezifische Wirkung hitten. Wie gleich vorweggenommen 
sei, war dies nach den Untersuchungen von Herrn Privatdozent 
Dr. Haffner, dem wir auch an dieser Stelle unseren verbind- 
lichsten Dank aussprechen, nicht der Fall. Die Arsenverbin- 
dungen der Pyrrole erhielten wir relativ leicht durch Zu- 
sammenschmelzen der Pyrrole, insbesondere trisubstituierter, 
mit Arsensiure. Unter Wasserabspaltung tritt Kondensation 


ein und man erhalt durch Umfillen aus Sodalésung mit Mineral- § 


siure die Arsinsiuren in schénem krystallisiertem Zustand. 
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Nur die des Pyrrols war amorph. Niaheres ist dem experi- 
mentellen Teil zu entnehmen. 

Wir versuchten die Reduktion der Arsinsiuren nach den 
Vorschriften von Ehrlich und Bertheim zu den entsprechen- 
den Arsenoverbindungen. Nach den bisherigen Resultaten 
scheint die Reduktion nicht einheitlich verlaufen zu sein. Eine 
Wirkung gegen Trypanosomen war nicht zu konstatieren. Die 
Versuche sollen gelegentlich fortgesetzt werden. 


Versuche. 
Quecksilberdoppelverbindung von Pyrrolderivaten. 


§ Linwirkung von Quecksilberchlorid auf 2,3,5-Tri- 


methylpyrrol. 


Bei der Einwirkung von Quecksilberchlorid auf Trimethyl- 
pyrrol arbeitet man am besten in essigsaurer Lésung. 

1,2 g Trimethylpyrrol wurden in 50 ccm Eisessig gelést 
und unter gutem Umriihren tropfenweise in 200 ccm einer fil- 
trierten 4°/, igen Sublimatlésung eingetragen. Die Quecksilber- 
doppelverbindung fallt sofort aus und wird nach kurzem Stehen 
abfiltriert, mit 20°/,iger Essigsiure und dann mit reinem 
Wasser ausgewaschen. Ausbeute: 6,8g. Aus dem Filtrat 
kénnen weitere Mengen gewonnen werden durch EingieBen von 
50 com einer 10°/, igen alkoholischen Quecksilberchloridlésung. 
Ks fallen so weitere 1,8 g aus. 

Die Substanz ist weiB mit gelblichem Schimmer und 
schmilzt unscharf bei etwa 120—125° unter Zersetzung nach 
vorangehendem Sintern. In Wasser ist sie schwer léslich und 
ebenso in den meisten organischen Lésungsmitteln fast un- 
lislich. Lislich ist sie in Eisessig, Aceton und Pyridin. 
Offenbar tritt aber dabei eine Umwandlung ein, denn beim 
Lésen in Hisessig fallt, besonders in der Warme, ein Korper 
aus, der dann in LEisessig unléslich ist. Ein ahnliches Ver- 
halten zeigt die Quecksilberdoppelverbindung beim Lésen in 
Aceton. Hierin list sie sich besonders leicht auf, aber schon nach 
einigem Stehen und besonders in der Warme fallt ein schwach 


itosa gefarbter Kérper aus, der sich an der Luft immer dunkler 


1* 
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firbt. Im Schmelzpunktskolben zersetzt er sich nach voran. 
gehendem Sintern und Dunkelwerden zwischen 150 und 160°, 
manchmal explosionsartig. Die Mutterlauge des Acetons wurde 
mit Ather gefallt. Es fallt eine Substanz aus, deren Zersetzungs. 
punkt 130° ist. Beim Stehen der Aceton—Atherlésung iiber 
Nacht tritt eine neue Abscheidung ein, Zersetzungspunkt 150 
bis 170°. | 

In Pyridin ist die Quecksilberdoppelverbindung ebenfalls 
sehr leicht léslich und lat sich durch Zugeben von Wasser 
wieder ausfillen. Schmelzp. 170° unter explosionsartiger Zer- 
setzung. 

Da sich die Quecksilberverbindungen gréBtenteils nicht 
umkrystallisieren lassen, wurde jeweils das Rohprodukt nach 
dem Trocknen bis zur Konstanz im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd zur Analyse gebracht. 

0,1855 g Substanz gaben 3,6 ccm N (706 mm, 18°). 


0,3568 g ‘ »  0,2755 g HeS. 

0,3568¢ _,, »  0,2850 g AgCl. 

(C,H,,N),Hg(HgCl,), Ber. N 1,86°/, Hg 66,749, Cl 18,88°, 
Gef. ,, 2,11 » 65,05 » 19,76 


Zerlegung der Quecksilberverbindung des 2,3,5-Trimethylpyrrol. 


Wenn man die Quecksilberdoppelverbindung in Wasser 
aufschlemmt, schwach ansiuert und dann Schwefelwasserstof,, 
zweckmafbig in der Hitze, einleitet, bis sich das Quecksilber- 
sulfid absetzt und die dariiberstehende Fliissigkeit vollkommen 
klar geworden ist, kann man nach dem Alkalischmachen mit 
Soda das Trimethylpyrrol mit Wasserdampf tberdestillieren 
und nach dem Ausithern wieder zuriickerhalten. Durch Her- 
stellung seines Azofarbstoffs wurde es identifiziert. 


0,0901 g Substanz gaben 11,4 com N (716 mm, 17°). 
C,,H,,N,SO, Ber. N 14,84°/, Gef. N 14,03°/, 


Einwirkung von Quecksilberchlorid auf 2,4-Dimethy|- 
pyrrol. 

Molekulare Mengen von Dimethylpyrrol (1 g in 50 ccm 

Kisessig gelést) und Sublimat (180 ccm einer 4°/, igen waBrigen 

Liésung) werden aufeinander einwirken lassen. Es fallen sofort 
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5,0 g Doppelverbindung aus mit dem Schmelzp. 136° unter 
Zersetzung. Beim Versetzen der Mutterlauge mit weiteren 
200 com 4°/,iger Sublimatlésung failen noch 2,2 g aus (nach 
sehr langem Stehen). Der Schmelzpunkt war der gleiche. Die 
Ausbeute betrug 93°/,. 

Die Quecksilberverbindung ist rein weiB, unléslich fast in 
allen Lésungsmitteln, bei lingerem Lagern zersetzt sie sich 
unter Rotfarbung besonders rasch, wenn sie nicht ganz 
trocken ist. 

0,5379 g Substanz gaben 8,6 com N (715 mm, 17°). 


0,4013 g 3 »  1,0cem N (723 mm, 18°). 
0,33885¢ ,, »  0,2600 g AgCl. 
0,3385 g i »  0,2562 g HgS. 
0,3074 g ma »  0,2869 g AgCl. 
0,3074 g “ »  0,2392 g HgS. 
(C,H,N),He(HgCl,), Ber. N 1,90%, Hg 68,01°/, Cl 19,28°/, 
Gef, ,, 1,77 » 66,28 > 19,28 
» 1,95 » 67,08 » 19,06 


Zerlegung der Quecksilberdoppelverbindung des 2, 4-Dimethyl- 


pyrrol. 

Die Quecksilberdoppelverbindung von 1 g 2, 4-Dimethyl- 
pyrrol wurde wie oben mit Schwefelwasserstoff zerlegt, nach 
dem Ubertreiben mit Wasserdampf ausgeathert und daraus 
0,8 g des Ausgangsproduktes wieder zuriickgewonnen. Als 
Pikrat mit dem Schmelzp. 91—92° wurde es identifiziert. 


0,1825 g Substanz gaben 20,0 cem N (731 mm, 17°). 
C,,H,.N,O, Ber. N 17,29°%/, Gef. N 17,09°/, 


Einwirkung von Quecksilberchlorid auf Pyrrol. 


1g Pyrrol in 50 ccm LHisessig gelést wird tropfenweise 
in 1 Liter 4°/, iger Sublimatlésung unter Umriihren einflieBen 
lassen. Nach 1/, stiindigem Stehen wird abgesaugt. Ausbeute 
fast quantitativ. Der Schmelzpunkt betrug 143° unter Zer- 
setzung, 

0,39386 g Substanz gaben 6,0 com N (719 mm, 17°). 

0,1978 g om »  0,1620 g HgS. 

0,2895 g = »  0,2194g AgCl. — 

0,1978 g ‘. »  0,1564 g AgCl. 
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C,H,N),Hg(HgCl,), Ber. N 1,97, Hg 70,65%/, Cl 19,98°/, 
Gef. ,, 1,70 » 70,95 » 18,75 19,61 


Gibt man Pyrrol in alkoholischer Lésung in der Kalte 
zu einer Sublimatlésung, so zeigt die entstehende Doppel- 
verbindung den Schmelzp. 125° unter Zersetzung. Anders 


verhalt es sich beim Zugeben einer alkoholischen Pyrrollésung § 


za einer Sublimatlésung, die auf 70° erwarmt ist. Aus 1/, ¢ 
Pyrrol entstehen 3,0 g Doppelverbindung mit dem Schmelz. 
punkt 165—170° unter Zersetzung. Auch hier fallen beim 
Stehen der Mutterlauge weitere Mengen aus (0,8 g) Schmelz. 
punkt 150—155° unter Zersetzung. Diese Produkte wurden 
keiner niheren Untersuchung unterzogen. 


Zerlegung der Pyrrol—Quecksilberdoppelverbindung mit 
Schwefelwasserstoff. 


Die Quecksilber—Pyrrolverbindung wurde wie oben durch 
Schwefelwasserstoff zerlegt, von Quecksilbersulfid abfiltriert, mit 
Soda alkalisch gemacht und das Pyrrol mit Wasserdampf ab- 
getrieben. Durch Ausathern und Abdampfen wurden aus 532 
Quecksilberverbindung 3,5 g Pyrrol erhalten. Das entspricht 


einer Ausbeute von 70°/,. Die Identifikation erfolgte durch § 
Uberfiihrung in den Disazofarbstoff mit Diazobenzolsulfosiure & 


nach einer Vorschrift, die Herr Stern ausgearbeitet hat und 
die demniachst mitgeteilt werden soll. 


Einwirkung von Quecksilberchlorid auf N-Methyl-§ 


pyrrol. 


2,5 g reines N-Methylpyrrol werden in 50 ccm Eisessig ge- 
lést und in 600 ccm einer 4°/, igen Sublimatlésung langsam 
unter Umrihren einlaufen lassen. Die Quecksilbersublimat- 
verbindung fallt aus (11 g). Sie ist weiB und zeigt den Zer- 
setzungspunkt bei etwa 120—130°. 


0,2031 g Substanz gaben 0,1570 g AgCl. 

0.3576 g »  0,2897 g HS. 

(C,H,N),Hg(HgCl,), . Ber. Cl 19,61°/, Hg 69,32°/, 
Gef. ,, 19,13 »» 69,84 








es eK oe Ul COE 


oo  . woe ¢ 2) rr es 6S te fee COS, 


Om GW re Ro weed feed fed 


loanwe 








Uber Quecksilber- und Arsenverbindungen einiger Pyrrole. I. 165 


Auch das 1,2,5-Trimethylpyrrol gibt eine Quecksilber- 
doppelverbindung. 


Einwirkung von Quecksilberchlorid auf 2,5-Dimethyl- 
3-carbathoxypyrrol. 


Die Quecksilberdoppelverbindung des 2, 5-Dimethyl-3-carb- 


| ithoxypyrrol kann gut und schon sehr rein erhalten werden 


beim ZusammengieBen einer warmen alkoholischen Lésung von 
obigem Pyrrolderivat mit einer ebensolchen von Sublimat. Die 
Quecksilberdoppelverbindung krystallisiert sehr schén und zeigt 
den Schmelzp. 230—232° unter Zersetzung. Die beste Aus- 


| beute wurde aber beim Arbeiten in essigsaurer Lisung er- 


halten: 

2,0 g 2,5-Dimethyl-3-carbaithoxypyrrol in 50 ccm LHisessig 
gelést wurden unter Umriihren langsam in 400 ccm einer 4°/,- 
igen wiBrigen Sublimatlisung einlaufen lassen. Es fallt sofort 
in sehr schén ausgebildeten Nadeln die Quecksilberverbindung 
aus mit dem Schmelzp. 230—232° unter Zersetzung. Ausbeute 
7,2g. Aus Aceton lieB sie sich gut umkrystallisieren, der 
Schmelzpunkt blieb nach dem zweiten Umkrystallisieren kon- 
stant 239° unter Zersetzung. Durch Zugabe von Wasser 
kénnen aus der Mutterlauge des Acetons weitere Mengen ge- 
wonnen werden. 

Die Substanz ist rein wei8 und in den meisten organischen 
Lésungsmitteln unléslich. Leicht léslich ist sie in Pyridin. 
Durch vorsichtigen Zusatz von Wasser fallen kurze spitze 
Prismen aus mit dem Schmelzpunkt unscharf bei 255° unter 
Zersetzung und vorangehendem Schwarzwerden. Versetzt man 
nun die Mutterlauge mit Wasser, so tritt eine neue Krystalli- 
sation ein (Nadeln), die nach dem Trocknen im Vakuum- 
exsiccator den Schmelzp. 170° unter Zersetzung zeigen. 

Zur Analyse wurde im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
bis zur Konstanz getrocknet. 


0,8435 g Substanz gaben 6,8 ccm N (706 mm, 18°). 
0,1982¢ ,, »  0,1898 g HgS. 
0,3074¢ _—s,, »  0,2040 g AgCl. 
(C,H,,0,N),Hg(He¢Cl,), Ber. N 1,739, Hg 61.96%, Cl 17,52°/, 
Gef. ,, 2,16 » 60,60 » 16,45 
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Zerlegung der Quecksilbersublimatverbindung des 2, 5-Dimethy). 
3-carbathoxypyrrols. 


In die alkoholische Suspension der Quecksilberverbindung 
wurde so lange Schwefelwasserstoff eingeleitet, bis die iiber 
dem ausgefallenen Quecksilbersulfid stehende Fliissigkeit klar 
geworden ist. Nach dem Filtrieren wurde die Lisung eingeengt 
und mit Wasser das 2,5-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol aus- 
gefallt. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol war 
der Schmelzp. 117°, der Mischschmelzpunkt zeigte keine De- 


pression. 
2, 4-Dimethyl-3-carbiithoxypyrrol. 


1 g 2, 4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol wird in 1 g Alkohol 
warm gelist und dazu eine warme Lésung von 5 g Sublimat 
in 12 g Alkohol gegeben. Nach dem Abkiihlen auf 0° werden 
sehr vorsichtig tropfenweise 40 ccm Wasser hinzugegeben. Es 
fallen 2,7 g Quecksilberverbindung aus mit dem Schmelzpunkt 
von etwa 180—200° Aus der Mutterlauge fielen nach einigem 
Stehen weitere 0,5 g aus mit dem gleichen Schmelzpunkt. Bein 
Fallen der Quecksilberverbindung mit Wasser ist besonders 
darauf zu achten, daB diese nicht zu schnell ausfallt, denn 
sonst fallt gleichzeitig Ausgangsmaterial mit. Aus Aceton oder 
Alkohol 1aBt sich die Quecksilberverbindung umkrystallisieren, 
aus Alkohol sehr lange, teils gebogene Nadeln. In kaltem 
Wasser ist sie schwer léslich, mehrléslich in der Warme. 
Ebenso ist sie in Ather schwer léslich. Leicht lést sich dic 
Quecksilberverbindung auch in Pyridin und Eisessig. Nach 
dem Umkrystallisieren zeigte sie den Schmelzpunkt unschar{ 
von 218° unter Zersetzung, der sich nach finfmaligem Un- 
krystallisieren nicht anderte. Zur Analyse wurde sie bei ge- 
wohnlicher Temperatur iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum 
getrocknet. 


0,2962 g Substanz gaben 0,2130 g HgS. 
(C,H,,NO,),Hg(HgCl,), Ber. Hg 61,96, § Gef. Hg 61,99°/, 


Zerlegung der 2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol—Quecksilber- 
doppelverbindung. | 

Die Quecksilberverbindung von 0,9 g 2, 4-Dimethyl-3-carb- 

athoxypyrrol, die wie oben hergestellt wurde, wurde in der 
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iblichen Weise in wiBriger Suspension mit Schwefelwasserstoff 

gerlegt. Durch Ausathern wird das Ausgangsmaterial in 

analysenreinem Zustand zuriickgewonnen (0,65 g = 72°/,). 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt betrug 78—79°. 


0,1006 g Substanz gaben 10,7 com N (725 mm, 17°). 
C,H,,NO, Ber. N 8,38°/, Gef. N 8,59 °%7> 


Quecksilberdoppelverbindung von Kryptopyrrol und deren Zer- 
legung mit Schwefelwasserstoff. 


1g Kryptopyrrol wurde in 10 ccm Hisessig gelést und 
unter Umriihren in 100 ccm filtrierte 4°/,ige Sublimatlésung 
einflieBen lassen. Die ausgefallene Quecksilberdoppelverbindung 
wurde nach einigem Stehen abfiltriert, mit 20°/, iger Essigsiure 
und dann mit Wasser ausgewaschen. 

Die feuchte Verbindung wurde in Wasser aufgeschwemmt, 
mit Essigsiure angesiuert und kalt Schwefelwasserstoff ein- 
geleitet, bis das Quecksilbersulfid sich klar absetzte. Dann 
wurde filtriert, mit Natriumcarbonat alkalisch gemacht und 
das Kryptopyrrol mit Wasserdampf iibergetrieben. Das De- 
stillat wurde ausgeithert, die Atherlésung eingeengt und mit 
wiBriger atherischer Pikrinsiure das Pikrat hergestellt (Aus- 
beute an analysentrocknem Pikrat: 1g). Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt betrug 140°. 


0,1024 g Substanz gaben 14,7 ccm N (716 mm, 18°). 
C,,H,.N,0, Ber. N 15,92 °/, Gef. N 15,87°, 


2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbathoxypyrrol. 


Quecksilberacetat reagiert mit 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5- 
carbithoxypyrrol unzweifelhaft unter Bildung einer Queck- 
silberverbindung. Leider ist uns jedoch die Reinigung der 
Verbindung nicht gegliickt und zwar deshalb, weil immer noch 
unverindertes Ausgangsmaterial in der Quecksilberverbindung 
enthalten ist, deren Trennung offenbar nicht vdllig gelang; 
Wenigstens sind nur so die unstimmigen Analysenzahlen er- 
klirbar. Wahrscheinlich ist Mercurierung in der Seitenkette 
eingetreten. Durch Zerlegen der Quecksilberverbindung mit 
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Schwefelwasserstoff erhalt man wieder das Ausgangsmaterial, 
identifiziert durch Schmelzpunkt und Mischschmelzp. 141° 


Zerlegung einiger Phenol- und Kresol-Quecksilberverbindungen 
durch Schwefelwasserstoff. 


1. Zerlegung von Oxyphenyl-diquecksilber-diacetat. 

2g Oxyphenyl-diquecksilber-diacetat, die nach Dimroth’) her. 
gestellt wurden, wurden in 50ccm Wasser suspendiert und bei ge- 
woéhnlicher Temperatur Schwefelwasserstoff eingeleitet. Nach einer 
Stunde war noch keine Dunkelfirbung zu beobachten. Nun wurde auf 
50° erwiirmt, es trat nun rasch Zerlegung ein. Nach einer halben 
Stunde wurde abfiltriert, mit Wasser ausgewaschen und das Filtrat aus- 
geiithert. Nach dem Verdampfen des Athers wurden 0,22 g Phenol er. 
halten (theoretisch 0,30 g). Das Phenol wurde als Tribromphenol iden- 
tifiziert mit dem Schmelzp. von 92°. Der Mischschmelzpunkt -war der 
gleiche. 

Weiterhin wurde ein Teil des Phenols in Natronlauge gelést und 
Diazobenzolsulfosiurelésung*) zugegeben, worauf intensive Gelbfarbung 
eintritt. Mit Essigsiure wird die Farbung lichter und bei Zusatz einiger 
Kérnchen Natriumchlorid tritt lichtgelbe Fallung von Sulfanil-azo-phenol 
ein, in Gestalt rechtwinkliger triiber Tifelchen. 

Mit kalt gesittigter p-Nitroso-dimethyl-anilin-Nitratlésung und einer 
gesattigten Lésung von Phenol und Natriumacetat scheiden sich gelbe durch- 
sichtige Blittchen der Mol.-Verbindung ab. 2(CH,),.N-C,H,-NO, C,H,OH. 

2. Zerlegung von p-Kresol-diquecksilber-diacetat. 

2g p-Kresol-diquecksilberdiacetat wurden wie oben in der Kalte 
mit Schwefelwasserstoff behandelt (in wiBSriger Suspension). Nach ein- 
einhalb Stunden war noch keine Quecksilbersulfid-Abscheiduug auf- 
getreten, dagegen wurde die Quecksilberverbindung bei 50° rasch zer- 
leet. Nach dem Abstumpfen mit einigen Tropfen Ammoniak wurde 
filtriert und ausgeithert. Die Ausbeute an p-Kresol betrug 0,290 g (be- 
rechnet 0,347 g = 93,6 °/,). 


Identifizierung. 


Diazobenzolsulfosiure firbt die alkalische Lésung weinrot (dunkel). 
Dann wurde Ammoniumearbonat zugesetzt und hierauf Natriumchlorid 
im Uberschu8. Es schieden sich hellgelbe Nadeln und Sternchen des 
Azofarbstoffes aus. 

Mit p-Nitroso-dimethyl-anilin-Nitrat und Natriumacetat in neutraler 
Lésung schieden sich spitze Nadeln und Sternchen ab. 





1) Chem. Ber. Bd. 31, S. 2154 (1898); Chem. Ber. Bd. 82, S, 758 (1899). 
*) Bebrens, Mikrochemische Analyse, Hamburg u. Leipzig 189. 
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8. Zerlegung von p-Kresol-quecksilberchlorid. 

p-Kresol-quecksilberchlorid wird schon in der Kilte von Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, vollstindig erst nach etwa 8 Stunden. Eine rasche 
Zerlegung tritt bei 50° ein. Die Identifizierang war wie oben. 

4. Zerlegung von Phenol-quecksilberchlorid. 

Dieses wird ebenfalls in der Kalte schon zerlegt. Eine scinelle 
Zerlegung wurde auch hier bei 50° erreicht. Das erhaltene Phenol 
wurde wie oben identifiziert. 


Einwirkung von Jod—Jodkalilésung auf die 
Quecksilberverbindung des 2,5-Dimethyl-3-carb- 
athoxypyrrols. 


3 g der Quecksilberverbindung werden mit einer Auflésung 


| yon 69g Kaliumjodid und 1,15g Jod in 115 ccm Wasser ver- 


setzt und gut durchgeschiittelt. Am Schlusse wird schwach 
erwarmt und dann filtriert. Die Lésung ist nur noch schwach 
gefarbt. Das meiste Jod ist verbraucht worden und es ist das 
2,5-Dimethyl-3-carbathoxy-4-jodpyrrol entstanden mit dem 
Schmelzp. von 136—137°% Der Mischschmelzpunkt ergab 
keine Depression. 


Einwirkung von Jod—Jodkalilésung auf die 
Quecksilberverbindung des 2,4-Dimethyl-3-carb- 
athoxypyrrols. 

Etwa 0,5 g der Quecksilberverbindung werden mit soviel 
Jod—Jodkalilésung versetzt, bis kein Jod mehr verbraucht wird. 
Zur volistindigen Umsetzung wird noch auf dem Wasserbad 
schwach erwarmt und nach dem Erkalten das entstandene 
2,4-Dimethy]-3-carbathoxy-5-jodpyrrol filtriert. Schmelzp. 146°. 
Er blieb nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol konstant. 


Reduktion von Hamin mit Eisessig—Jodwasserstoff und Isolie- 
rung der Sauren- und Basenfraktion mit Quecksilberchlorid. 


0,5g Hamin wurden in der iiblichen Weise mit Hisessig— 
Jodwasserstoff reduziert und die Siuren- und Basenfraktion 
zunachst durch Wasserdampfdestillation getrennt. Nach dem 
Versetzen des Destillates mit 3'/,ccm LHisessig, wobei alles 
Ol in Lésung gegangen war (von ausgeschiedenen braunen 
Flocken wurde filtriert) wurde mit 62ccm einer 4°/,igen 
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Sublimatlésung versetzt (doppelte Menge an Sublimat als der 
Formel [C,H,,N],Hg(HgCl,), entspricht) und die abgeschiedene 
Quecksilberdoppelverbindung abfiltriert. Sie betrug nach dem 
Konstanttrocknen 0,3345g. Sie wurde mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt und nach dem Abfiltrieren des Quecksilbersulfids mit 
Soda alkalisch gemacht und mit Ather ausgeschiittelt. Nach 
dem Verdampfen des Athers blieb Hamopyrrol zuriick, das ins 
Pikrat iibergefiihrt wurde. 

Der Riickstand der Wasserdampfdestillation wurde zu- 
nichst filtriert, angesiuert und nochmals filtriert und ebenfalls 
60 ccm einer 4°/,igen Sublimatlésung hinzugegeben (im Filtrat 
war noch starke Aldehydreaktion). Der Niederschlag wurde 
abgesaugt und in zwei Teile geteilt. Die eine Hialfte wurde 
mit Soda aufgenommen und mit Natronlauge versetzt. Ks 
wurde spektroskopisch der ,,Urobilinstreifen* sichtbar. Die 
zweite Halfte wurde mit Wasser verrieben, erwarmt und mit 
Schwefelwasserstoff gesittigt. Vom ausgeschiedenen Queck- 
silbersulfid wurde am nichsten Tag abfiltriert, mit Natronlauge 
abgestumpft und mit Natriumacetat ganz schwach essigsauer 
gemacht. Nach fiinfmaligem Ausithern wurde der Ather im 
Vakuum abgedampft, dabei krystallisierten die Himo- und 
Kryptopyrrol-carbonséuren sehr schén aus. Mit konz. athe- 
rischer Pikrinséure wurde das Pikrat hergestellt; Schmelzp. 152°. 

5,057 mg Substanz gaben 0,640 ccm N (718 mm, 16°). 

C,,H,.N.O, Ber. N 14,14°, Gef. N 14,16°,. 

Bei einem anderen Versuch wurde die Quecksilberdoppel- 
verbindung der Saurenfraktion nach dem Konstanttrocknen 
zur Analyse gebracht. 


I. 14,078 mg Substanz gaben 3,150 mg CO, und 1,282 mg H,0. 


II. 15,042 mg e »  0,118cem N (7283 mm, 17°). 

III. 21,507 mg m yy +12,888 mg Hg. 
(C,H,,NO,),Hg(BgCl,), | 
Ber. C 6,66°/, H 0,81°, N 0,86°/, Hg 61,8°/, 
Gef. I. ,, 6,11 » 1,00 IL. ,, 0,88 Uy. sts 


Reduktion von 0,1 g Hamin mit Eisessig—Jodwasserstoff. 


Bei weiteren Versuchen wurde bis auf 0,1 g Hiamin 
heruntergegangen und die Reduktion wie folgt ausgefiihrt: 
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0,1 g krystallisiertes, fein verriebenes Hamin werden in 
einem Gemisch von 2g Hisessig und 2 g Jodwasserstoffsiure 
(s = 1,96) im Wasserbad gelést und 2 Stunden erhitzt. Nach 
Zugabe von 2 Kérnchen Phosphoniumjodid (geniigt vollkommen 
gur vollstindigen Reduktion) wird rasch im Vakuum der Kis- 
essig—Jodwasserstoff abgedampft und sofort der Riickstand 
nach dem Aufnehmen mit wenig Wasser und nach dem Soda- 
alkalischmachen einer Wasserdampfdestillation ‘unterworfen, um. 
die Basen itiberzutreiben. Um keine Verluste zu erleiden, 
wurden alle Operationen — das Liésen des Himins mit His- 
essig—J odwasserstoff, das Abdestillieren und die Wasserdampf- 
destillation — in einem 50ccm-Kélbchen ausgefiihrt. Bei der 
Wasserdampfdestillation wurde ein 15cm Liebigkihler vor- 
geschaltet, in den die Ansatzréhre des Destillierkélbchens sehr 
tief hineinragt. Die Vorlage wurde in His gekihlt. Nachdem 
die Pyrrolbasen tibergegangen sind (das Kélbchen ist bei der 
Destillation schief zu halten, damit keine Fliissigkeit in die 
Ansatzréhre spritzt) werden die letzten Reste von anhaftenden 
Pyrrolbasen aus dem Ansatz des Destillierkélbchens und dem 
Liebigkithler mit etwa 11/, ccm Hisessig herausgespiilt, welcher 
gleichzeitig dazu benutzt wird, die Basen im Destillat voll- 
stindig zu lésen. Hierauf werden diese mit 15ccm 4°/ iger 
Sublimatlésung gefallt und nach einigem Stehen auf einer 
Glasfiltriernutsche abgesaugt und bis zur Konstanz im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd bei gewéhnlicher Temperatur getrocknet. 
Im Riickstand der Wasserdampfdestillation bleiben die Sauren, 
die nach dem Filtrieren vom Eisenschlamm mit Essigsiure 


| schwach angesauert (nochmals filtrieren) und dann mit 15 ccm 


4°/ iger Sublimatlésung gefallt werden. Nach sofortiger Filtration 
werden sie ebenfalls bis zur Konstanz tiber Phosphorpentoxyd 
im Vakuum getrocknet. 


Ausbeuten der Sauren- und Basen—Queécksilberdoppelverbindung. 


0,1 g Hamin gibt theoretisch 0,2489 g Siure—Quecksilber- 
doppelverbindung und 0,2359 g Basen—Quecksilberdoppelverbin- 
dung (berechnet beide Male auf trisubstituierte Derivate nach der 


Formel: [Pyrrolderivat], Hg[HgCl, |,); 
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umgerechn. auf 0,1364 g Himin 


Gef. I. 0,3612g Saéuren 0,0896g Basen 0,1228 g Basen 
Il. 0,3916¢ _,, 0,1164¢ ,, 0,1588¢ _,, 
III. 0,3150g __s,, —_ - 
Vv. = 0,0960¢ __,, 0,1310g _,, 
V. 0,3980¢ _,, 0,1222¢ ,, 0,1667g¢ ,, 
Vic 0,1142¢ ,, 0,1558¢ ,, 


Bei den folgenden Versuchen wurden 0,1364g Hamin ver. 
arbeitet (d. i. gleich der 0,1 g Athioporphyrin entsprechenden 
Menge an Himin. Berechnet auf gleichen Gehalt an Stickstoff). 

Die Ausbeuten der trisubstituierten Basen an Quecksilber- 
doppelverbindung sind berechnet 0,318 g. 


Gefunden VII. 0,1808 g 
VIII. 0,1662 g 
IX. 0,1712 g 
X. 0,38294 g (bei Anwendung von 0,2728 g Himin) 
XI. 0,1695 g. 

Bei diesen letzteren Versuchen waren wir bestrebt, das 
tetrasubstituierte Pyrrol krystallisiert zu erhalten und zwar 
wurde das Filtrat von den mit Sublimat gefallten trisubstitu- 
ierten Basen heiB mit Schwefelwasserstoff gesittigt, das ab- 
geschiedene Quecksilbersulfid abfiltriert, mit Soda alkalisch ge- 
macht und finfmal ausgeathert. Nach dem Verdunsten des 
Athers krystallisieren die tetrasubstituierten Basen aus. 

Bei Versuch XI wurde bei den Basen nach dem Uber- 
destillieren und Liésen in Kisessig ein bestimmter Teil heraus- 
genommen und nach Kjeldahl! der Stickstoff davon bestimmt 
und dann auf den Gesamtstickstoff der Basen umgerechnet. 
Hierauf wurden die trisubstituierten Basen als Quecksilber- 
doppelverbindung gefallt, nach dem Konstanttrocknen bei ge- 
wohnlicher Temperatur gewogen und auf den Gesamtwert un- 
gerechnet. Die Quecksilberdoppelverbindung wurde hierauf 
ebenfalls einer Stickstoffbestimmung unterworfen. 

20,229 mg Substanz gaben 1,980 ccm n/70-NH, (nach Kjeldahl). 

(C,H,,N),Hg(HgCl,), Ber. N 1,83°/, Gef. N 1,90°/, 


Im Filtrat, in dem das Phyllopyrrol enthalten ist, wurde 
genau wie oben der Stickstoff bestimmt und auf die ganze 
Menge umgerechnet. 
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Bei den Sauren wurde ganz analog verfahren. 


Quecksilber-Doppelverbindung der Sduren. 
21,866 mg Substanz gaben 0,825 cem n/70-NH,. 


(C,H,,NO,),Hg(HgCl,), Ber. N 0,86°/,  Gef. N 0,75 
Die Ergebnisse von weiteren 7 Versuchen sind in folgenden 
Zahlen zusammengestellt: 


0,1864 g Hamin enthalten theoretisch 11,76 mg N. 
Gefunden wurde an: 


Gesamtbasen. PhyllopyrrolL 

XI. 4,424mg N XI. 0,963 mg N 

XII. 4,876 mg N xi. — 
XIII. 4,544 mg N XIII. 0,923 mg N 
XIV. 3,600 mg N XIV. 0,850 mg N 

XV. 3,320mg N XV. 1,195 mg N 
XVI. 3,400 mg N XVI. 0,864 mg N 
XVII. 4,820mg N XVII. 0,840 mg N 

XVIII. 4,220 mg N XVII. — 

Gesamtsauren. Phyllopyrrolearbonsiure. 

XI. 6,352 mg N xl. — 

XII. 6,760 mg N XII. 1,025 mg N 
XIII. 7,440 mg N XII. 1,493 mg N 
XIV. 6,460 mg N XIV. 1,076 mg N 

XV. 6,974 mg N XV. negativ 
XVI. 6,272 mg N XVI. ‘6 
XVIL. 6,210 mg N XVII. 1,710 mg N 

XVIIL _ XVI. — 


Reduktion von 0,1364g Haimin mit Eisessig—Jodwasserstoff, 
Bestimmung des Gehaltes an Stickstoff der einzelnen Fraktionen 
und weitere Reinigung der Saurefraktion durch Ausathern. 


Bei diesem Versuch wurden die Basen genau wie bei den 
vorhergehenden Versuchen behandelt. Nur die Siuren suchten 
wir durch Ausithern von den letzten Resten an Basen zu be- 
freien. Der Riickstand der Wasserdampfdestillation wurde 
daher nach dem Absaugen vom Hisenschlamm viermal alka- 
lisch ausgeathert, ebenso wurde der Hisenschlamm mit Methyl- 
alkohol extrahiert und der Ather- und Methylalkoholextrakt 


fim Vakuum eingedampft und im Riickstand der Gehalt an 


Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
Die alkalische Lésung wurde ganz schwach essigsauer ge- 
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macht und von einer bestimmten Menge davon der Gehalt ap 
Stickstoff der Gesamtsauren bestimmt. Dann wurde wieder 
viermal ausgeiithert, Ather verdampft, mit Eisessig aufgenommen, 
mit Wasser verdiinnt und die tri- und tetrasubstituierten Basen 


mit Hilfe von Sublimat getrennt. Von beiden wurde wieder | 


der Gehalt an Stickstoff bestimmt. Der Riickstand der aus. 
geiitherten essigsauren Liésung wurde ebenfalls auf Stickstof 
gepriift und dessen Gehalt quantitativ bestimmt. Die Ergeb- 
nisse waren folgende: 


COMO, 6 we ee 4,940 mg N 
Tetrasubstituierte Basen. . . .. . 1,860 mg N 
Ausgeitherte Basen ....... 0,440 mg N 
Gesamtsiuren und Riickstand .. . 5,472mg N 
Trisubstituierte Siuren . . . . « 0576 mg N. 
Tetrasubstituierte Siuren .... . 3,733 mg N 
re 2s +. Orn 


Reduktion von 0,1 g Atioporphyrin mit Eisessig—Jodwasserstof. 

0,1 g Atioporphyrin wird in 4g Eisessig und 4g Jod- 
wasserstoffsiure (s = 1,96) auf dem Wasserbad gelést. Nur 
ein Teil ging in Lésung; selbst bei 2 stiindigem Erhitzen bleibt 
am Boden das Atioporphyrin als Schmiere haften. Erst bei 
bei Zugabe von einigen Kérnchen Phosphoniumjodid geht alles 
langsam in Lésung. Die weitere Aufarbeitung war analog 
den vorhergehenden Versuchen. Die Basen wurden nach dem 
Uberdestillieren mit Wasserdampf und Lisen mit Kisessig mit 
Sublimat als Quecksilber-Doppelverbindung ausgefallt. Hs 
wurden 0,2638 g Quecksilberdoppelsalz erhalten. 

0,1 g Atioporphyrin wiirde theoretisch 0,6435 g Queck- 
silber-Doppelverbindung an trisubstituierten Basen ergeben 
bei der Annahme, daB kein Phyllopyrrol entstiinde, 

Aus dem Filtrat des Quecksilber-Doppelsalzes wurde ein 


tetrasubstituiertes Pyrrol, der Krystallform nach wahrscheinlich § 


Phyllopyrrol, erhalten. Hei8 wurde Schwefelwasserstoff ein- 
geleitet, das Quecksilbersulfid abfiltriert, mit Soda alkalisch 
gemacht und ausgedthert. Der Ather wurde bei niedriger 
Temperatur verdunsten lassen, es krystallisierten gut aus- 
gebildete viereckige Tafeln aus. 
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Die Séuren waren praktisch gleich Null, Der Rickstand 
der Wasserdampfdestillation hinterlieB in ganz geringer Menge 
nach dem Erkalten einen schwarzen Lack, von dem abfiltriert 


wurde. Nach dem Ansauern mit Essigsiure fielen schwarze 


Flocken aus, die ebenfalls filtriert wurden, die Aldehydreaktion 
einer Probe ist so gut wie negativ. Beim Versetzen mit 
4°/,iger Sublimatlésung fallt sehr wenig eines Niederschlages 
aus, der nach der iiblichen Weise mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt und mit Ather ausgeschiittelt nur Verunreinigungen zu- 


riicklieB. 
Einwirkung von Ozon auf Athylenderivate. 


a) Tetraphenylithylen. 
2 g Tetraphenylathylen wurden in Chloroform gelést und 


| 4Stunden mit Ozon behandelt. Nach dem Abdampfen des 


Chloroforms im Vakuum krystallisieren beim Stehen tiber Nacht 
im Vakuumexsiccator etwa 2g Benzophenon aus. Die eine 
Halfte wurde im kleinen Kélbchen rektifiziert. Siedep. 295°. 
Zu der anderen Halfte wurde 1 g Phenylhydrazin, in Alkohol 
gelést, hinzugesetzt und +/, Stunde auf dem Wasserbad am 
RiickfluBkiihler erhitzt. Beim Abkihlen fallt das Benzophenon- 
phenylhydrazon?) in gelblichen fast farblosen Nadeln aus, die 
aus Alkohol umkrystallisiert, den Schmelzp. 137° ergaben. 
0,0969 g Substanz gaben 9,2 ccm N (729 mm, 16%. 
CyH,.N, Ber. N 10,3°%, Gef. N 10,51 °%/,. 


Die Aufspaltung vollzieht sich quantitativ, wie ein neuer 
Versuch zeigte: 


0,5 g reinstes Tetraphenylithylen ergab 0,530 g Benzophenon. 
(Ber. 0,52 g.) 
: b) Dibiphenyleniithen. 


0,9 g Dibiphenylenathen werden in 150 ccm Eisessig warm 
gelést und dann Ozon eingeleitet. Nach 1°/, Stunden war die 
Farbe der Liésung von Rot nach Gelbgriin umgeschlagen. Ganz 
wenig einer weiben, sich talgig anfiihlenden Substanz hatte 
sich abgeschieden, die nicht weiter untersucht werden konnte. 
Der Hisessig wurde dann im Vakuum bei etwa 40° abgedampft. 





1) Emil Fischer, Chem. Ber. Bd. 17, 8. 576 (1884). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVIII. 12 
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Der Riickstand krystallisierte gut, mit Alkohol wurde er extra. 
hiert. Ein Riickstand blieb zuriick mit dem Schmelzp. 250 
bis 252°. Der Schmelzpunkt blieb nach dem Umkrystalli- 
sieren konstant. Es ist derselbe Kérper, den Graebe und 
Mantz bei der Oxydation des Dibiphenylenathens mit einem 
Gemisch von Kaliumdichromat und verdinnter Schwefelsiure 
als Nebenprodukt erhielten, denn der Mischschmelzpunkt erga) 
keine Depression. 

Aus obigem Alkoholextrakt krystallisierte in guter Aus- 
beute nach dem Einengen das Diphenylenketon mit dem 
Schmelzp. 82°. Der Mischschmelzpunkt mit dem nach Graebes 
Angaben gewonnenen Keton zeigte keine Depression. 


Einwirkung von Arsensadure auf Pyrrole: 


2,5-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrryl-5-arsinsiure. 

0,3 g 2,5-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol wurden mit 1 ¢ 
Arsensaure bis auf 120° in einem Olbad erhitzt und einige 
Minuten dieser Temperatur ausgesetzt bis zur beginnenden 
Dunkelfirbung. Nach dem Erkalten wurde mit Sodalésung 
aufgenommen und filtriert. Beim Ansi&uern des Filtrats mit 
Mineralsiuren scheiden sich 0,45 g reine sehr schén krystalli- 
sierte Prismen der Arsinséiure mit dem Schmelzp. 240° aus. 

Der Riickstand, der beim Filtrieren iibrig blieb, zeigte 
den Schmelzpunkt von 225° nach vorhergehendem Sintern ab 
170°. Er war sehr gering und wurde daher nicht weiter 
untersucht. 

Aus Wasser lieB sich die Arsenverbindung des 2,5-Di- 


methyl-3-carbithoxypyrrols umkrystallisieren und zeigte den § 


Schmelzpunkt von 245—247° unter Zersetzung; er blieb nach 
weiterem Umkrystallisieren konstant. 

Die Arsenverbindung ist ein farbloser Karper, der sich 
an der Luft schwach rosa farbt. In Alkohol ist sie ziemlich 
léslich, leicht léslich in Eisessig, unléslich in Ather, Chloro- 
form. Es bildet ein Natriumsalz, das in Wasser ziemlich 
leicht léslich ist. 

Zur Analyse wurde die Arsinsiure im Vakuumexsiccator 
iiber Phosphorpentoxyd bei 60° zur Konstanz getrocknet. 
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a- — . 0,0974 g Substanz gaben 0,1849 g CO,, 0,0511 g H,O. 
0 0,1620g 4 »  0,1852 g CO,, 0,0887 g H,0. 
i. 0,1170 g me » 5,1 cem N (728 mm, 18°). 
0,3885g ,, ,  0,2062 g Mg,As,0,. 
d BH on,NAsO, Ber. © 37,11°/, H 484°, N4,81°/, As 25,75 %, 
m | Gef. ,, 37,78 > 5,84 > 4,89 » 25,62 
re »» 36,16 4,24 ne nl 
ub 


2,3, 5-Trimethyl-pyrryl-4-arsinsiure. 

3 g Trimethylpyrrol werden mit 15 g Arsensaéure auf 95° 
erwarmt, bis die Reaktionsmasse dickfliissig wird. Beim Ab- 
kihlen erstarrt sie. Es wird nun mit so viel Sodalésung neutra- 
lisiert, daB beim nachherigen schwachen Erwarmen gerade 
Lésung eintritt. Dann wird auf einem Faltenfilter abfiltriert 

| und das Filtrat vorsichtig tropfenweise mit konz. Salzsaiure 
angesauert. Beim Beginn einer Triibung wird mit verdiinnter 
Salzsiure bis zur deutlich sauren Reaktion fortgefahren. Nach 
dem Absaugen wird mit Wasser und Alkohol ausgewaschen. 
Ausbeute 3,5 g Arsenverbindung. Schmelzp. 230—235° unter 
Zersetzung. Die Substanz ist schwach hellgelb gefarbt, laBt 
| sich aus Wasser schlecht umkrystallisieren, da sie sich bei 
héherer Temperatur langsam zersetzt. Zur weiteren Reinigung 
wurde sie in 14°/ iger Sodalésung gelést und mit verdtinnter 
Salzsiure angesiuert. Der Schmelzpunkt war der gleiche wie 
» | oben geblieben und Anderte sich nicht beim weiteren Um- 
. | &tystallisieren. 
Zur Analyse wurde ebenfalls im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd bei gewébnlicher Temperatur bis zur Konstanz ge- 


1  ‘rocknet. 
h 0,1779 g Substanz gaben 0,2247 g CO,, 0,0797 g H,0O. 
0,1257 g fh »  0,1706 g CO,, 0,0645 g H,O. 
0,2399 g * » 14,0 ccm N (706 mm, 18%). 
h 0,13860¢ _,, » _0,9200 Mg, As,0,. 
h & C,H,AsNO, Ber. C 36,04°, H 5,19%, N 601°, As 32,16°%, 
\- Gef. ,, 34,46 » 5,01 » 8,86 » 82,6 
h ” 37,02 ” 5,75 pgp ate 


Einwirkung von Arsensiéure auf Pyrrol. 


J 2,5 g Pyrrol werden tropfenweise zu 11,5 g Arsensiure ge- 


geben und dann gut in einer groBen Porzellanschale zerrieben, 
12* 
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bis die eingetretene Reaktion beendet ist, was man daran er. 
kennt, daB die Reaktionsmasse erhirtet. Auch hat die statt- 
gefundene Erwarmung nachgelassen. Es wird dann mit iiber- 
schiissiger Sodalésung versetzt, wobei die nicht verbrauchte 
Arsensiure in Lisung geht und die Pyrrol—Arsenverbindung 
ausflockt. Ausbeute 1,5 g. Die Arsenverbindung ist von hell- 
gelber Farbe, unldslich in Alkohol, Ather, Aceton, kauim lis. 
lich in Chloroform, Sodalésung und Alkali, léslich in Hisessig 
und Mineralsiure, sehr leicht léslich in Pyridin. Durch Lisung 
in Eisessig und Zugeben von Ather 1a8t sie sich umfiallen, 
besser noch durch Lésen in Saéure und Zugeben von Alkali. 
Der Schmelzpunkt betrigt unscharf 120—130° unter Zersetzung 
und nach vorhergehendem Sintern. Die Aldehydreaktion mit 
Ehbrlichschem Reagens ist noch stark positiy. In mineral- 
saurer Lésung wird durch Schwefelwasserstoff Arsentrisulfid 
ausgefallt. 

Zur Analyse wurde das Rohprodukt tiber Phosphorpent- 


oxyd im Vakuum bei gewdhnlicher Temperatur zur Konstanz | 


getrocknet,. 
0,2072 g Substanz gaben 0,3257 g CO,, 0,1003 g H,O. 
0,2052 g - » 21,2 ccm N (712 mm, 17°). 
0,2117 g x »  0,03858 g Mg,As,0,. 


Gef. C 42,88°/,, H 541% N 11,4%, As 8,16 %,? 
Hine befriedigende Theorie laBt sich auf Grund dieser 
Zahlen nicht aufstellen. 


Reduktion der 2,3,5-Trimethyl-pyrryl-4-arsinsaure 
mit Natriumhydrosulfit.') 

In 150 com Wasser und 7,2 ccm 33°/,iger NaOH werden 
80 g Natriumhydrosulfit gelést, dann 15 g Magnesiumchlorid 
zugegeben und filtriert. Dazu wird eine Lésung von 3 g 
Trimethyl-pyrrol-arsenverbindung in 15 ccm 14°/,iger Soda- 
lésung und 30 com Wasser gegeben. Die Mischung wird bei 
gewohnlicher Temperatur durch Riihren langere Zeit digeriert. 
Es beginnt sofortige Abscheidung der neuen Verbindung, die 
nach einigem Stehen in Eis abfiltriert wird. Ausbeute 7,1 g. 





1) Ehrlich u. Bertheim,; Chem. Ber. B. 44, S. 1265 (1911). 
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Die Substanz ist rein wei8 und krystallisiert sehr schén. 
In Wasser und Alkohol ist sie léslich, schwer léslich in Ather, 
unléslich in Aceton. Aus Wasser l48t sie sich umkrystalli- 
sieren. Da sie sich bei 80° langsam zersetzt, wurde sie bei 
gewohnlicher Temperatur iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum 
bis zur Konstanz getrocknet. 

Die Analysen ergaben: 26°/, C, 4,5°/, H, 19°/, As, waihrend 
fir die Arsenoverbindung sich 41 °/, As berechnen. Der Kérper 
enthielt noch 3,72°/, Schwefel, sowie 8°/, Natrium. Es liegt 
also wahrscheinlich eine Natriumbisulfitverbindung der Arseno- 
verbindung vor, womit auch im Kinklang steht, dab beim Ver- 
setzen mit Salzsiure sich Schwefeldioxyd entwickelt. Da der 
Kérper keine pharmakologische Wirkung zeigte, wurden die 
Versuche vorliufig nicht weiter fortgesetzt. 


Reduktion der Pyrrol—Arsenverbindung mit Zinnchlorir 
und Jodwasserstoff als Katalysator. ') 

Eine Lésung von 0,5 g Pyrrol—Arsenverbindung in 200 ccm 
Salzsiure (s = 1,03) wird nach dem Filtrieren zu einer Auf- 
losung von 2 g Zinnchloriir in 8 ccm Salzsdiure (s = 1,19) 
unter Zufiigung einiger Tropfen Jodwasserstoffsiure gegeben. 
Von dem sofort ausfallenden amorphen schwach gelblich ge- 
farbten Niederschlag (0,12 g) wird unter Wasserstoff abfiltriert 
und das Filtrat unter LuftabschluB einige Zeit stehen ge- 
lassen, wobei weitere Mengen ausfallen (jetzt schlecht krystalli- 
siert). Beide Kérper diirften identisch sein, denn sie zeigen 
die gleichen Eigenschaften. | 

Sie sind auBerst luftempfindlich, farben sich dabei dunkel- 
rot bis braun und werden dann in Wasser unlislich, wahrend 
die Arsenoverbindung in Wasser sehr leicht léslich ist (eben- 
falls unter Rotfarbung). In Alkohol, Pyridin schwer léslich, 
unléslich in Aceton, Ather, Salzsiure. Aus Wasser laBt sich 
durch Zusatz von Lauge die freie Base ausfallen, Im Schmelz- 
punktskolben zeigt sie bei 300° ein Zusammensintern unter 
Zersetzung nach vorangehendem Schwarzfirben. 





1) A. a. O. 8. 1266. 















































Phosphat- und Calciumgehalt im Blut von Meerschweinchen 
und Ratten bei wechselnder Zufuhr von C- und A-Vitamin. 


Von 


Hans v. Euler und Karl Myrbiick. 
Mit 2 Figuren im Text und 1 Tafel. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1925.) 








Wir gehen von den nunmehr festgestellten Tatsachen aus, 
daB einerseits eine wasserlésliche Substanz, nimlich das von 
Holst und Fréhlich*) entdeckte C-Vitamin, Zahn- und iiber- 
haupt Knochenbildung wesentlich beeinflu8t, und daB anderer- 
seits gewisse natiirliche Fette, ganz besonders Fischlebertran, 
auBer Wachstumsfaktoren einen oder mehrere Stoffe — 
welche eine anti-rachitische Wirkung ausiiben. 

An der Hinheitlichkeit des anti-skorbutischen Sica. zu 
zweifeln, liegt bis jetzt keine Veranlassung vor. 

Hinsichtlich der anti-rachitischen Wirkung von Fetten ist, 
besonders durch die sehr bemerkenswerten Untersuchungen 
von Steenbock?) gezeigt worden, daB dieselbe mit der Zu- 
wachswirkung nicht parallel geht, und man wird somit — 
wenigstens bis auf weiteres — einen Wachstumsfaktor 1D vom 
anti-rachitischen Vitamin unterscheiden; letzteres haben wir 
mit Al (= A,) bezeichnet*), zum Unterschied von dem gegen 





Holst, Norsk mag. f. laegevid. Bd. 68, (1907); Jl. of Hyg. 
Bd. 7, S. 619 (1907); Holst u. Fréhlich, Jl. of Hyg. Bd. 7, S. 684 (1907). 

*) Steenbock, Hart, Jones u. Black, Jl. of Biol. Chem. Bd. 58, 
S. 59 (1928/24). 

8) Mit der Einteilung der lipoidléslichen Faktoren in die Vitamine A 
und den Wachstumsfaktor 1D sollen beziiglich der Anzahl der_ wirk- 
samen Faktoren keine Behauptungen oder Hypothesen aufgestellt werden. 
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Xeratophthalmie wirksamen Vitamin A2 (= A,) und einem 
eventuell gegen Infektionen wirksamen Vitamin A 3. 

Die chemische Vitaminforschung kann verschiedene Wege 
verfolgen: | 

Derjenige, welcher geradewegs zum Ziele fiihren wiirde, 
die Reindarstellung der wirksamen Substanz und ihre Kon- 
stitutionsaufklarung, ist bei weitem der schwierigste. 

Kin induktiver Gang der Forschung, das Aufsuchen vom 


solchen bekannten Substanzen, welche direkt oder nach ge- 


wissen Verainderungen vitaminihnliche Wirkungen zeigen, 
scheint, was die Kinwirkung des ultravioletten Lichtes betrifft, 


| gewisse Méglichkeiten zu bieten. 


SchlieBlich ist es eine nicht zu umgehende Aufgabe der 
chemischen Vitaminforschung, die mit den Avitaminosen ver- 
kniipften chemischen Vorginge miglichst exakt zu prizisieren, 
so daB die Vitaminwirkungen der quantitativen Messung zu- 
ginglich werden. 

Von letzterem Gesichtspunkt aus sind unsere Unter- 


' suchungen des Phospat- und Kalkstoffwechsels angestellt. 


Die Bearbeitung dieser Vorginge schien uns auch insofern 
von Bedeutung, als die zahlenmiBige Bestimmung der Wirk- 
samkeit des wichtigsten anti-rachitischen Materials, des Fisch-— 
lebertrans, einstweilen nur auf den PO,- und Ca-Stoffwechsel 
gegriindet werden kann. Vor allem sehen wir aber hier ein 
wesentliches enzymatisches Problem: Die Wirkung von C- und 
A-Vitaminen auf den Phosphaistoffwechsel ist in Beziehungen 
zu suchen, welche diese Vitamine auf die synthetischen und 
spaltenden Enzyme des Phosphatstoffwechsels ausiiben. 


Altere Angaben iiber Ca- und PO,-Gehalt des Blutes. 


Die Voraussetzung fir das Kindringen in die durch C- 
und A-Mangel hervorgerufenen Anomalien ist die Kenntnis der 


Im Gegenteil soll dadurch erreicht werden, daB jede zu messende Wir- 
kung als soleche zum Ausdruck kommt, so da8 nichts verschiedene Wir- 
kungen, tiber deren Zusammengehirigkeit wir noch nicht wissen, z. B. 
Wachstum und Phosphatbeeinflussung im Blut, hypothetisch auf den 
gleichen Stoff zuriickgeftihrt werden, was zu bedenklichen Unklarheiten 
fihren wiirde. 
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normalen Verhaltnisse. Was die Zusammensetzung der Knochen 
betrifft, so kénnen wir: auf orientierende Analysen, u. a. von 
Euler und Rob. Johansson verweisen. 

Die hier mitzuteilenden Versuche beziehen sich auf den 
Ca- und besonders den PO,-Gehalt des Blutes, und zwar von 
Meerschweinchen und von Ratten, von welchen die ersteren 
bekanntlich fiir C-Mangel besonders empfindlich sind und die 
typischen Skorbutsymptome zeigen, wahrend bei Ratten, 
welche gegen C-Mangel viel weniger reagieren, bei ungeniigender 
A-Zufuhr rachitische Verainderungen deutlich zutage treten. 

Da natiirlich die Absicht besteht, unsere experimentellen 
Erfahrungen zu erweitern und unsere Ergebnisse fir das Ver. 
stindnis menschlicher Avitaminosen verwertbar zu machen, so 
sind im folgenden auch die auf menschliches Blut beziiglichen 
Angaben zum Vergleich angefiihrt. 


Ca-Gehalt des Blutes. 

Zunachst kénnen der Literatur’) folgende allgemeineren 
Ergebnisse entnommen werden: : 

Die roten Blutkérperchen enthalten jedenfalls verhiltnis- 
miBig wenig Ca. Eine Reihe von namhaften Forschern haben 
in den Erythrocyten, und zwar in denen von Menschen und 
-hdheren Tieren tiberhaupt kein Ca bestimmen kénnen.? Rona 
und Takahashi’) finden allerdings Ca, wie friher Hamburger 
(1910) bei allen finf untersuchten Tierarten, aber sehr geringe 
Mengen.*) Die oben erwahnten negativen Befunde rihren z. T. 
wohl davon her, daB, wie Rona hervorhebt, das Ca aus den 


Erythrocyten durch physiologische Kochsalzlésung auswasch- 
bar ist. 





1) Vgl. auch Howland u. Kramer, Monatsschr. f. Kinderh. Bd. 25, 
S. 279 (1922). 

*) Bunge, Zs. Biol. Bd. 12, $. 191 (1876); Abderhalden, Diese 
Zs.. Bd. 34, 8. 65 (1898); Howland-Mariott, Jl. of Biol. Chem. Bd. 32, 
S. 238 (1917); Heubner u. Rona, Biochem. Zs. Bd. 98, 8. 187 (1919). 

®} Rona u. Takahashi, Biochem. Zs. Bd. 31, 8. 386 (1911). 

‘) Desgleichen findet Richter-Quittner im Hirudinplasma einen 


etwas héheren Ca-Gehalt als im Serum (Biochem. Zs. Bd. 158, 8. 176 
(1925). . 
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Der Calciumgehalt des Blutes scheint unter normalen Ver- 
haltnissen innerhalb enger Grenzen zu schwanken, vermutlich 
etwa 5°/, um den Mittelwert, auch Calciumsalzzufuhr erzeugt 
nach Clark?) nur voriibergehend Erhéhung des Calciumspiegels. 

Mit dem Alter scheint der Ca-Gehalt des Serums ein wenig 
abzunehmen?); beim Kind (2—6 Jahre) sind die Durchschnitts- 
werte etwa 1 mg per 100 ccm héher als beim erwachsenen 
Menschen. 














mg Ca 
Autor Ursprung des Blutes 100 edn 
Verschiedene Autoren . Kind 11,0 
10,5 
Fred. F.Tisdall, Amer. 
Jl. Dis. Childr. Bd. 24, 
S. 382 (1922) . . . . | Erwachsener Mensch, 20 bis 10,0 
40 Jahre 
Salvesen, Norsk mag. 
Laegev. 21; 1923 . . Studenten 10,2 
Howland - Mariott’) 
Denis u. Talbot . . | Erwachsener Mensch, 40 bis 9,6 


60 Jahre 


Howland-Kramer, 
Amer. Jl. Dis. Childr. 
Bd. 22, S. 105 (1921) . Ratte 9,6 


Bethke, Steenbock 
u. Nelson, Jl. of Biol. 
Chem. Bd. 58, 8S. 71 


aa... Ratte 45— 60¢ 13,64 
Totalgehalt Ca im Ratten 80—100 11,70 
versch. Alters: 130—175 11,47 
Sherman u. Mac Leod, 200—275 11,66 


Jl. Biol. Chem. 638. 








375—425 11,50 


SchlieBlich seien noch neue Messungen von K. Hellmuth 
(Klin. Wochenschr. Bd. 4, S. 454 (1925)] angeftihrt: 





1) G. W. Clark, Jl. of Biol. Chem. Bd. 43, 8. 89 (1920). 
%) Vgl. hierzu Sesedidiies Jansen, Diese Zs. Bd. 101, 8. 176 (1918); 
Deutsches Arch. f. klin. Med. Bd. 125 (1918); Billigheimer, Klin. 


Wochenschr. 1922, Nr. 6; Leicher, Deutsches Arch. f. klin. Med. 


re 141 u. 144 (1928); Kylin u. Silfversvird, Zs. f. exp. Med. Bd. 48, 
S..47 (1924). 
’) Howland-Mariott, Quart. J. M. Bd. 11, S.10 (1918); Denis 
u. Talbot, Amer. Jl. Dis. Childr. Bd. 21, 8. 29 (1921). 
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mg °/, Ca im Serum 
Mutter Kind | Mutter Kind 
wiall 
10,04 12,06 10,82 18,16 
9,40 12,12 9,28 12,68 
9,60 11,96 10,28 12,00 








Den Ca-Gehalt im Blut fanden bei Kindern: Kj. O. af 
Klercker (férh. 3. nord. Kongr. Paed. 1924) zu 7,5 mg®/,, Grace 
H. Anderson (Brit. Jl. Child. Dis, 21, 33, 1924) zu 6,4—9,5 mg°/.. 

Auf die Untersuchungen iiber den Ca-Spiegel des mensch- 
lichen Blutes bei pathologischen Verhaltnissen einzugehen, 
wiirde hier zu weit fiihren. Im allgemeinen kann “wohl gesagt 
werden, daB die Anderungen des Ca-Spiegels, abgesehen von 
Tetanie (Mc Callum, Howland-Mariott), selten groB sind}), 
selten mehr als 20°/, betragen. 

Auch bei der Rachitis ist die Senkung des Kalkgehaltes 
im Blut nur gering, im Durchschnitt nicht mehr als 10°/, 
héchstens 20°/,%), jedoch mit erheblichen Streuungsgrenzen*) 
(Howland-Mariott, Gyérgy u. a). 

An skorbutischem Blut von Menschen liegen Versuche von 
Hess und Kilian‘) vor. 


PO,-Gehalt des Blutes. 


Sowohl rote Blutkérperchen als Serum enthalten bekannt- 
lich PO,. Der PO,-Gehalt des Serums nimmt mit dem Alter 
stiirker ab als der Ca-Gehalt; die Mittelwerte der zahlreichen 
Angaben kénnen der umstehenden Tabelle entnommen werden. 

Nach Iverson (1920) enthilt Meerschweinchenserum pro 
100 ccm 5,1 mg_ ,,sdurelésliches‘ P= 15,4 mg_ ,,siurelis- 
liches“ PO, 


1) Siehe u. a. die Studien von E. Kylin, Zs. f. exp. Medizin Bd. 43. 
S. 50, 58 (1924); ferner A. P. Briggs, Jl. of Biol. Chem. Bd, 57, S. 351 
(1923); L. v. Meysenburg, Amer. Jl. Dis. Childr. Bd. 21, S. 150 (1921). 

*) Tisdall findet eine Abnahme von 10,5 mg bis 8,8 mg [Amer. 
Jl. Dis. Childr. Bd. 24, S. 8382 (1922)}. 

’) Aschenheim findet dieselben bei rachitischen Kindern auBer- 
ordentlich groB [Jahrb. f. Kinderh. Bd. 79, S. 446 (1914)]. 

*) Hess u. Kilian, Proc. Soc. exp. Biol. Med. Bd. 16, 8. 48 (1918). 
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In 100 ecm Serum 




















normal rachitisch 
Autor Serum von 
mg P.| mg PO, | mg P |mg PO, 
Mitteilungen | Stiuglingen u. kleinen Kind.| 5,4 16,5 — oe 
Tisdall’) . i ag . 5,4 16,5 20 | 6,1 
5 U, Unger? ” y) ” ” 4,0—4,8 12,2—14,7 8,75 11,5 
rgy - -.-+]|  Erwachsenen Menschen 2,5 7,65 2,4 7,35 
Ratten 1 21,4 28 | 8,6 
ke, Steen- 
ku.Nelson, 
f Biol. Chem. 
58,8.71 (19238) Ratten 45— 60¢ 10,10 30,9 _ — 
80—100 9,42 | 28,9 _ — 
130—175 9,34 | 28,6 — — 
200—275 9,08 | 27,8 — | = 
375—425 8,89 | 27,2 Nee ae 














Es ist nunmehr erwiesen, daB bei Rachitis der Gehalt des 
| Serums an anorganischem PO, sinkt [vgl. hierzu auch How- 
land u. Kramer, Am. Jl. Dis. Child. Bd. 22, S. 105 (1921). — 
Hess u. Gutman, Jl. Am. M. A. Bd. 78, S. 29 (1922). — 
L. v. Meysenburg, Am, Jl. Dis. Child. Bd. 24, S. 200 (1922)). 


Weitere Angaben iiber PO, im Blut verschiedener Tiere, auf die 
wir spaiter zuriickkommen: Kay u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, 
S. 760 (1924). — Martland u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 768 
(1924). — Kay, Biochem. Jl. Bd. 19, S. 447 (1925). 





!) F. F. Tisdall, Amer. Jl. Dis. Childr. Bd. 24, 8. 382 (1922). 


*) Hess u. Unger, Amer. JI. Dis. Childr. Bd. 24, S. 327 und zwar 


333 (1922). — Nach Hess u. Lundagen [Proc. Soc. Exper. Biol. u. Med. 
Bd. 19, S. 380 (1922)] ist der PO,-Gehalt des Kinderbluts jahreszeitlichen 
| Schwankungen unterworfen. 
Bemerkenswert ist iibrigens die Mitteilung von Hess u. Unger: 
We have met with cases of undoubted rickets, where the blood phosphate 
was not decreased, and some, where it was found below 3,75 mg per 
cent, and an observation of several months showed no clinical or radi- 
ologie evidence of rickets. 











186 Hans vy. Euler und Karl Myrbick, 


Neue Versuche. 
Methodik. 


Es war urspriinglich unsere Absicht, die Analysen an so kleinen 
Blutmengen auszufiihren, da8 Serienversuche an lebenden Ratten miglich 
gewesen wiren, was in vieler Hinsicht fir Untersuchungen des Vita- 
mins A 1 sehr wiinschenswert wiire. Es hat sich aber ergeben, da8 m 
den fiir die vorliegenden Ziele erforderlichen Analysen und zur Er. 
reichung des hier erstrebenswerten Genauigkeitsgrades gréBere Blut- 
mengen benétigt wurden, als unseren kleinen Versuchstieren ohne be- 
denkliche Stérungen ihres normalen Zustandes tiglich entnommen werden 
durften. Indessen hoffen wir, auf Serienversuche an gréBeren lebenden 
Versuchstieren zuriickkommen zu kénnen. 


In einer groBen Pulverflasche wurden die Tiere mit ein 
paar Tropfen Chloroform narkotisiert. Unmittelbar darauf 
wurde jedes Tier durch Dekapitation getétet, das Blut wurde 
dabei in gewogenen Wigeglischen aufgefangen und darin sofort 
durch Schlagen mit einem kleinen Glasstab defibriniert. 

Wir hatten versucht, mit Hirudin die Koagulation zu 
verhindern, bei den Versuchen mit Ratten gelangten wir aber mit 
1 mg Hirudin (von E. Sachsse u. Co., Leipzig) auf etwa 3 ccm 
Rattenblut zu keinen befriedigenden Resultaten. 

Vom defibrinierten Blute wurden mit der Pipette Proben 
zu den Analysen entnommen. War die Blutmenge so klein, 
daB die Proben nicht bequem abgemessen werden konnten, 
was bei kleinen vitaminfrei gefiitterten Tieren meistens der Fall 
war, so wurde das Blut gewogen und mit einer bekannten Menge 
PO,- und Ca-freier Ringerlésung verdiinnt. In den aus dieser 
Mischung genommenen Proben wurde die Blutmenge so berechnet, 
da8 als spez. Gew. des Blutes der Mittelwert 1,05 eingesetzt wurde. 

Durch Zentrifugieren in einer wirksamen elektrischen Zen- 
trifuge wurde das Serum gewonnen und in den Zentrifugen- 
glasern wurden die Blutkérperchen mit der Ringerlésung aus- 
gewaschen. 

Ca-Bestimmung. 


Unsere ersten Versuche wurden mit der nephelometrischen 


Methode von Rona und Kleinmann’) angestellt, unter Ver- [ 





1) Rona u. Kleinmann, Biochem. Zs. Bd. 187, §. 157 (1923). 
Siehe auch Kleinmann Bd. 187, S. 144 (1928). 
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wendung des von diesen Forschern vorgeschlagenen Reagenzes, 
Natrium sulforicinicum (Merck). Wie Rona und Kleinmann 
aber selbst hervorheben, muB zur Anwendung ihrer Methodik 
ein Nephelometer mit seitlicher Belichtung verwendet werden; 
es ist also bis auf weiteres leider der sehr teure Apparat. der 
Firma Schmidt u. Haensch hierzu erforderlich. Wir haben 
deshalb versucht, ob nicht die Rona-Kleinmannsche Methodik 
durch eine andere ersetzt werden kann und fiir unsere Zwecke 
hat sich tatsichlich zur Bestimmung von Ca im Blut das nun- 
mehr vielfach bewihrte Prinzip von de Waard als durchaus 
brauchbar erwiesen und kam mit einigen Modifikationen zur 
Verwendung, tiber welche in einer besonderen Mitteilung be- 
richtet wird. Im Serum wurde Ca nach der einfachen Methode 
von Kramer und Tisdall als Oxalat gefallt und mit 0,01 n- 
Permanganat titriert.’) 


PO,-Bestimmung. 


Wir haben besonderen Wert darauf gelegt, den Total- 
gehalt an PO, neben dem anorganischen Phosphat zu bestim- 
men und zwar muften sehr kleine Mengen P bestimmt werden 
kénnen. Unter den in der letztgenannten Hinsicht sehr be- 
friedigenden Molybdatmethoden findet man eine, die Embden- 
sche Strychninmolybdatmethode?’), welche die Bestimmung von 
anorganischem P neben organischem gestattet. Diese Me- 
thode wurde fiir die Bestimmung von sehr kleinen Phosphor- 
mengen ausgearbeitet. Anfangs wurden die Niederschlige nach 
Embden gewogen. Spiiter wurden sie in Salzsiure gelést 
und mit Lange titriert. 

Das Blut wurde fiir die P-Bestimmungen folgendermafen 
behandelt:: Zur Bestimmung des Totalphosphors wurde 
das Blut mit Soda—Salpeter geschmolzen oder mit konz. H,SO, 
und 80°/,igem H,O, verbrannt. Vor der Fallung wurden die 
Flissigkeiten neutralisiert. Zur Bestimmung des anorga- 
nischen Phosphors wurden die Blutproben eventuell nach 
Verdiinnen mit Wasser mit HgCl, und HCl nach Schenck 


) Vgl. die folgende Mitteilung von K. Myrbick. 
*) Embden, Diese Zs. Bd. 113, S. 188 (1911). 
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enteiweibt. Das Filtrat wurde durch H,S entquecksilbert, H,§ 
wurde ausgeblasen und in einem aliquoten Teil P gefallt, 
Innerhalb einer Stunde wird filtriert. Nach langerem Stehen 
wird in der stark salpetersauren Lésung ein wenig organischer 
Phosphor gespalten. (Besondere Versuche zeigten, da8 durch 
die Schencksche Salzsaéure keine Spaltung eintritt.)}) 


Experimentelle Ergebnisse. 
Ca im Rattenblut. 


In der folgenden Tabelle sind einige Versuche zusammen- 
gestellt, bei welchen nicht defibriniertes Blut vollstandig normaler 
Tiere — aus einem Stamm von weifen Ratten, die in diesem 
Laboratorium zu allen Vitaminversuchen verwendet werden — 
zur Verwendung kam. Das Alter der Tiere schwankte zwischen 
2 und 4 Monaten, ihr Gewicht zwischen 60 und 100 g. 


























Tier g Blut mg Ca mg Ca pro g Blut 
1 2,52 0,172 0,068 
4 3,88 0,268 0,069 

1,13 0,076 0,068 

5 1,44 0,096 0,067 

1,96 0,138 0,070 

1,48 0,104 0,070 

6 8,51 0,235 0,067 

5 1,00 0,069 0,069 

10 1,30 0,098 0,075 
Mittel 0,069 


Wie friihere Forscher finden wir, dieser Tabelle zufolge, eine 
bemerkenswerte Konstanz des Ca-Gehaltesim Blut. Beziehen wir 
unseren Wert auf 100 ccm Serum um, so ergibt sich rund 11 mg. 

In den Fallen, wo die Blutmengen, welche den Vitamin- 
versuchstieren entnommen werden konnte, zu Ca-Bestimmungen 
ausreichten, wurden keine auffallenden Verinderungen des Ca- 
Gehaltes beobachtet. 

Erwihnenswert ist vielleicht ein einzelnes Resultat, an 
einer A-frei mit gewohnlicher Grundkost ernahrten Ratte, welche 
taglich 1 g mit ultravioletten Strahlen belichtete Stearinsdure 





1) Vgl. die folgende Mitteilung von K. Myrbiack. 
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erhielt. Die Ratte (Nr. 186) zeigte bei dieser Diat keine Ge- 
wichtszunahme, gleichwohl fanden wir eine kleine (allerdings 
die Versuchsfehler nur wenig iibersteigende) Erhéhung des Ca- 
Gehaltes, namlich 0,074 mg Ca pro g Blut, wahrend sonst der 
(a-Gehalt im Serum nach Einnahme von belichtetem 0] eher 
etwas abnimmt als zunimmt 

Zwischen defibriniertem Blut*) und Serum haben wir nie 
wesentliche Differenzen im Ca-Gehalt gefunden. Auch lag in 
den gewaschenen Blutkérperchen der Ca-Gehalt unter der 
Grenze der mit unserer Methodik nachweisbaren Mengen. 

Wir hatten die Absicht gehabt, einen EinfluB des Tranes 
auf den Ca-Gehalt des Blutes auf eine Anreicherung eines fettlés- 


lichen Faktors in der Parathyreoidea a?) zuriickzufiihren und dem- 


gemaB diese Driise auf ihren Gehalt an fettléslichen Faktoren zu 
untersuchen. Indessen haben uns bis jetzt die technischen Schwie- 
rigkeiten einer solchen Untersuchung von der Durchfiihrung dieses 
Planes abgehalten. Immerhin wire es sebr interessant festzu- 
stellen, in welchem Ma8 die calciumregulierende Wirkung der 
Parathyreoidea von einem fettléslichen Faktor beeinfluBt wird. 

Im Blut (nicht Serum) gesunder Meerschweinchen fanden Palladin 


u. Ssawron (Biol. Zs. 153) 11,11—16,44 mg per 100 ccm. 
Total-PO, und anorganisches Phosphat im Rattenblut. 


Von den ausgefiihrten Analysen des Total-PO, seien hier 
folgende angegeben: 





























Ratte mg Total-PQ, in 
Nr. 1g Blut 1cem Serum | Blutkérperchen aus 1g Blut 
IX 1,69 1,42 
XI 1,78 0,28 0,27 
XII 1,77 0,31 
XVI 0,295 
XX (174) 
Vgl.8.190 1,81 0,27 0,28 
1) Das Volumen der Blutkérperchen wurde natiirlich in Rechnung 
gezogen. 


*) Vgl. Mac Callum u. Voegtlin, Jl. Exp. Med. Bd. 11, 8.118 
(1909). — Vgl. auch Collip, Jl. Biol. Chem. Bd. 68, S. 895 (1925). 
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Umgerechnet auf P ergeben sich hieraus folgende Mittel. 























ee a el 











werte 
— 
mg P in 1g Blut mg P in 1 cem Serum 
0,58 0,10 
- Ratte mg anorganisches PQ, in 
Nr. 1 g Blut 1cem Serum | Blutkérperchen aus 1g Blut 
x —  "} 00” ee - 
XI 0,24 0,20 0,21 0,12 | 0,11 
XII 0,25 0,19 0,08 
XIV | 0,27 0,28 0,28; 0,20 ‘0,20 | 0,094 0,107 0,107 
XV 0,21 — 0,12 0,11 
XVI | 0,24 0,24 | 0,21 0,21 0,114. 
XXIII 0,24 0,23 ae 
Mittel 0,24 0,21 0,21 0,105 











Das freie, anorganische PO, im Rattenblut ist in vor. 
stehender Tabelle angegeben. 


Mit diesen Normalwerten sind die folgenden Resultate zu 
vergleichen, welche bei orientierenden Versuchen an einzelnen 
Versuchstieren gewonnen worden sind. 


lO OSS 

















‘Ratte mg anorganisches PO, in z 
ar s E Histol. 
Behandl. Nr. [tg Blut! 2°" | chen wins ee 
ty Blut = 
©-Ubersch.| XXII (159)} 0,264 | 0,229 — 
Ohne C XX (174) _ 0,16 0,067 Riesenze 
bi mark 
Belichtetes ! wa Tafel 
Arachisél | XXIV (234)] 0,221 | 0,205 0,126 a 
XXVII (240)} 0,254; — 0,094 » 
Ohne Al | XXV (223)| [172 a yo 
0,169 | 10,227 0,018 




















Zu den histologischen Bemerkungen ist noch _hinzu- 
zufiigen, daB bei Ratte XX die Odontoblasten besser aus- 
gebildet waren, als nach der C-freien Nahrung erwartet wurde. 
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Aus den wenigen orientierenden Versuchen kénnen noch 
keine Schliisse gezogen werden; sie deuten einstweilen auf 


Hfolgende Beziehungen, die zunichst fir gleichbleibende Zufuhr 


yon Ca und PO, gewonnen sind; bei weiterer Verfolgung 
empfiehlt es sich, in Riicksicht auf die sehr bemerkenswerten 
Ergebnisse von Bethke, Steenbock und Nelson?) den Ca- und 
PO,-Gehalt der Grundkost zu variieren. 

Was die Verteilung des Phosphates auf Serum und Blut- 
kérperchen betrifft, so findet man etwa 80°/, des gesamten 
Phosphats des Blutes in den Blutkérperchen. Dagegen ent- 
halten die Blutkérperchen normal weniger als die Halfte, etwa 
40°/, des anorganischen Phosphates des Gesamtblutes; somit 


Bsind etwa 60°/, organisch gebunden (teils in Nucleinsiuren, 


tells in Zymophosphaten). Bei Meerschweinchen ist dieser 
Anteil noch viel geringer, nimlich etwa 12 °/,. 
Starke Uberfiitterung mit Tran hat bei konstanter Ca- 


jund PO,-Zufuhr und normaler C-Vitaminzufuhr keine Steige- 


rung des anorganischen Phosphates in Blut zur Folge. Bei 
gleichzeitigem C-Vitaminmangel scheint der PO, -Spiegel, 
und zwar in den Blutkérperchen und im Serum etwas zu 
sinken. | 

Wenn durch die Zufuhr von belichtetem Arachisél zur 
Grundnahrung ein Zuwachs hervorgerufen wird, wenn also ein 
dem Wachstumsfaktor /D entsprechender Faktor R eine Wir- 
kung veranlaBt, ahnlich der durch Tranzufuhr erreichbaren, 
so ist damit keine deutliche Steigerung des PO, im Blut verbunden. 
Kinen so hohen Wirksamkeitsgrad, wie den im Dorschleber- 
tran beobachteten haben wir iibrigens durch Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht bis jetzt noch nicht erreichen kénnen. Die 
ersten Versuche (Sommer 1924) aus diesem Laboratorium”), 1 stiin- 
dige Belichtung, Abstand 10 ccm von der Lampe, Uviolglas, er- 
gaben einen Wirksamkeitsgrad von etwa */,, des Tranes hinsicht- 
lich der Wachstumswirkung (/ D); diese Wirkung wurde in der 





1) Bethke, Steenbock u. M. T. Nelson, Biol. Chem. Bd. 58, 
8. 71 (1928), 


1924, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVIII. 13 


® Euler u. Widell, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9 Nr. 15, , 
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Umgerechnet auf P ergeben sich hieraus folgende Mittel. 
werte | | 
<a 
mg P in 1g Blut mg P in 1 ccm Serum 
0,58 | 0,10 
- Ratte mg anorganisches PO, in | 
Nr. 1 g Blut leem Serum | Blutkérperchen aus 1¢ Blut 
x - 0,20 0,21 i 
XI 0,24 0,20 0,21 0,12 0,11 
x 0,25 0,19 0,08 
XIV | 0,27 0,28 0,28; 0,20 ‘0,20 | 0,094 0,107 — 0,107 
XV 0,21 —_ 0,12 70,11 
XVI | 0,24 0,24 | 0,21 0,21 0,114 
XXIII 0,24 0,28 se 
Mittel 0,24 0,21 0,21 0,105 











Das freie, anorganische PO, 
stehender Tabelle angegeben. 


im Rattenblut ist in vor. 


Mit diesen Normalwerten sind die folgenden Resultate zu : 


vergleichen, welche bei orientierenden Versuchen an einzelnen 
Versuchstieren gewonnen worden sind. 

















‘Ratte mg anorganisches PQ, in % 
seca ge Histol. 
u Hi 
Behandl. eS hema *™ 2 pee goal $5. jpemer 
Serum Blut = 
C-Ubersch.| XXII (159)] 0,264 | 0,229 — 
Ohne C XX (174)] — | 0,16 0,067 
aA 
fos) 
rt 
Belichtetes : wa 
Arachisél | XXIV (284)] 0,221 | 0,205 0,126 i, 
XXVII (240)| 0,254 — | 0,094 > 
Ohne Al | XXV (228) ga pt eo 
0,169 | 10,227 0,018 




















Zu den histologischen Bemerkungen ist noch _hinzv- 
zufigen, daB bei Ratte XX die Odontoblasten besser aus- 
gebildet waren, als nach der C-freien Nahrung erwartet. wurde. 
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Aus den wenigen orientierenden Versuchen kénnen noch 
jkeine Schliisse gezogen werden; sie deuten einstweilen auf 
folgende Beziehungen, die zunichst fir gleichbleibende Zufuhr 
yon Ca und PO, gewonnen sind; bei weiterer Verfolgung 
empfiehlt es sich, in Riicksicht auf die sehr bemerkenswerten 
Ergebnisse von Bethke, Steenbock und Nelson?) den Ca- und 
PO,-Gehalt der Grundkost zu variieren. 

Was die Verteilung des Phosphates auf Serum und Blut- 
kérperchen betrifft, so findet man etwa 80°/, des gesamten 
Phosphats des Blutes in den Blutkérperchen. Dagegen ent- 
halten die Blutkérperchen normal weniger als die Halfte, etwa 
40°/, des anorganischen Phosphates des Gesamtblutes; somit 
sind etwa 60°/, organisch gebunden (teils in Nucleinsduren, 
teils in Zymophosphaten). Bei Meerschweinchen ist dieser 
| Anteil noch viel geringer, naimlich etwa 12 °/,. 

’ Starke Uberfiitterung mit Tran hat bei konstanter Ca- 
fund PO,-Zufuhr und normaler C-Vitaminzufuhr keine Steige- 
rung des anorganischen Phosphates in Blut zur Folge. Bei 
gleichzeitigem C-Vitaminmangel scheint der PO, - Spiegel, 
und zwar in den Blutkérperchen und im Serum etwas zu 
s sinken. | 

Wenn durch die Zufuhr von belichtetem Arachisél zur 
Grundnahrung ein Zuwachs hervorgerufen wird, wenn also ein 
dem Wachstumsfaktor /D entsprechender Faktor R eine Wir- 
kung veranlaBt, ahnlich der durch Tranzufuhr erreichbaren, 
so ist damit keine deutliche Steigerung des PO, im Blut verbunden. 
Kinen so hohen Wirksamkeitsgrad, wie den im Dorschleber- 
tran beobachteten haben wir iibrigens durch Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht bis jetzt noch nicht erreichen kénnen. Die 
ersten Versuche (Sommer 1924) aus diesem Laboratorium”), 1 stiin- 
dige Belichtung, Abstand 10 ccm von der Lampe, Uviolglas, er- 
gaben einen Wirksamkeitsgrad von etwa */,, des ‘Tranes hinsicht- 
lich der Wachstumswirkung (/ D); diese Wirkung wurde in der 
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¥ 1) Bethke, Steenbock u. M. T. Nelson, Biol. Chem. Bd. 58, 

- HES. 71 (1928). | 

p, 2) Euler u. Widell, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd, 9 Nr. 15,, 
1924, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVIII. 13 
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erwihnten Mitteilung als sehr schwach bezeichnet. Bei Anwen. 
dung von reinem Quarz erreichen wir jetzt eine Wirksamkcit 
von rund */,, des Tranes bez. 7D, und etwa */, bez. der anti- 
rachitischen Wirkung (Tagesdosen 0,05 g). Schon vor der 
Arbeit von Kuler und Widell?) erschienen kurze Mitteilungen 
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von A. F. Hess und Weinstock?) itiber den EinfluB von 
ultraviolettem Licht auf pflanzliche Ole. Kine ausfthrlichere 
Untersuchung dieser Forscher*) wurde uns hier in Stockholm 
erst Mitte Februar zugianglich, sie beschreibt ganz analoge 


1) Euler u. Widell, a. a. O. 

*) A. F. Hess u. Weinstock, Proc. Soc. exp. Biol. a. Med. 1924, 
Bd. XXII, 6,5. — Hess, Am. Jl. Dis. Children, Bd. 28, §,. 517 Okt. 
(1924). — Hess, Weinstock u. Helman, Proce. Soc. exp. Biol. a. Med. 
Bd. XXII, 8, 76—77 (1924). 





ft 


*) Hess u. Weinstock, Jl. Biol. Chem. Bd. 62, 8. 301 Dez. (1924). BF yj, 
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antirachitische Wirkungen wie wir durch bestrahltes Baum- 
wollsamenél und Leinsamendél fanden, Die mit unserer gegen- 
wartig angewandten Methodik erreichten antirachitischen Wir- 
kungen sind etwas gréBer als die von Hess und Weinstock 
angegebenen (vgl. auch Euler, Widell u. Erikson, Diese Zs. 
Bd. 144, 8. 123 (1925). 

Kine erhebliche PO,-Abnahme im Blut und eine sehr 
starke Abnahme in den Blutkérperchen wurde gefunden bei 
Versuchsratte XXIV (234), welche zur Grundkost (neben Mar- 
mite und Citronensaft) ein Arachisél (1 g taglich) erhielt, das 
4Monate friher durch ultraviolette Bestrahlung Zuwachswir- 
kung gewonnen hatte. Zur Zeit dieses Versuches war diese 
Wirksamkeit, welche sich wochenlang gehalten hatte), wieder 


 verschwunden (Fig. 1). 


Total-PO, und anorganisches Phosphat im Blut von 
Meerschweinchen. 
An normalen Meerschweinchen, welche als Kost ad libitum 
Kleie und Hafer, ferner Kohl und andere Gemiise und einen Zu- 


| satz von Marmite erhielten, wurden folgende Ergebnisse gewonnen: 




















Meerschweinchen Matériel mg PO, pro g Blut | Histologische 
ateri : 
Nr. Gewicht Total | anorganisch Priifang 
I 340 g Blut i 0,27 Molarschnitte 
asi gut ausgebild. 
Serum 0,61 0,27 Odonto- 
Blutks 0,8! blasten. Keine 
ne TF 1 ant amorphe 
inilg 0,0375 : 
fiachem Blut 0,91 | Verkalkung’) 
VI 848 g 0,295 
Blut : 
r 0,295 Molarsehnitte 
Serum 0,33 gut ausgebil- 
Blutkérp. dete Odonto- 
in 1g toed blasten 
frischem Blut ' 




















) Vgl. Euler u. E. Erikson, Diese Zs. Bd. 146, S. 241 (1925). 
*) Vgl. hierzu die interessante Studie von A. Héjer u. G. Westin, 


| Vierteljahrsschr. f. Zahnheilk. 1924, 8.2, 3. 


13* 
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Vergleicht man die obigen Normalwerte mit den fiir Ratten 
gefundenen, so ergibt sich folgendes: 















































mg Total-PO, 
Tier aay ‘ : — 
; : in Blutkérp. von 
in 100 g Blut} in 100 cem Serum 100 g Blut 
Meerschweinchen . 117 31 , 91 
Relies. 178 301) 142 
mg anorganisches PO, 
_ in 100 g-Blut| in 1 cem Serum | * Blutkérp. von 
8 100 g Blut 
Meerschweinchen . 28 29 8,6 . 
Bite. 8 24 21 10,5 





Den beiden Zusammenstellungen zufolge unterscheidet sich 
das Blut der untersuchten Meerschweinchen von dem der 
untersuchten normalen Ratten wesentlich darin, daB die roten 
Blutkérperchen des ersteren sehr viel weniger anorganisches 
Phosphat enthalten. Auf den Ca-Gehalt des Meerschweinchen- 
blutes kommen wir spater ausfibrlich zuriick und zwar zunichst 
um zu priifen, ob die ausgesprochene Empfindlichkeit gewisser 
Tiere fiir C-Mangel und das auffallende Hervortreten skorbu- 
tischer Symptome bei diesen mit einem fir diese Tiere spezi- 
fischen Ca—PO,-Umsatz zusammenhingt.?) Die Wirkung des 
Vitamins A scheint in héherem Grad, als man bis jetzt an- 
genommen hat, von gewissen, in den roten Blutkérperchen und 
im Knochenmark lokalisierten Vorgingen abzuhingen, an 
welchen auch die Enzyme des Phosphatstoffwechsels, und zwar 
sowohl des Nucleinstoffwechsels als diejenigen der Zymophos- 
phate, Kohlehydratdiphosphorsiure und Kohlehydratmonophos- 
phorsaure beteiligt sind. 





1) Dieser Wert stimmt gut iiberein mit dem von Bethke, Steen- 
bock u. Nelson (a. a. 0.) angegebenen. 

*) Sehr interessant ist in dieser Hinsicht der Nachweis von Zilva, 
Golding, Drummond u. Korenchevsky [Biochem. Jl. Bd, 18, S. 872 
(1924)], da8 das Hervortreten rachititischer Symptome sonny Schwein) an 
das Wachstum des Tieres gekniipft ist. 
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In diesem Zusammenhang mag auf eine in diesem Labora- 
torium schon friiher gewonnene Erfahrung hingewiesen werden, 
daB die Resorption von Ca und PO, nicht nur von der total einge- 


- gebenen Menge (bei gleichbleibender Tranzufuhr) abhingt, sondern 


gréBer ausfallt, wenn Caund PO, zeitlich getrennt zugefiihrt werden. 
















































Meer- mg PO, 
schweinchen pro g Blut 
Materia! Histologische Priifung 
Nr. | Gewicht total lanorga- 
| nisch 
0,094] Stark abnorme Epiphysengrenze 
0 Blut 0,87 : 
vs bie: ' pete Stark abn. Costochondralgrepze 
g 0,092 | Reichl. Vorkommen von Riesen- 
erum | — . : 
ts zellen im Knochenmark 
Blutkérp.} 0,76 | 0,025} Amorphe Knochensubstanz in 
den Molaren 
| 150 Blut wees 0,228 Geringere Abnormitét in der 
1,057 Epiphysengrenze 
emaes age __ | Ziemlich starke Abnormitat in 
0,32 der Costochondralgrenze 
IV; 200 Blut 0,228 | Stark abnorme Epiphysengrenze 
Stark abn. Costochondralgrenze 
Serum | 0,32 | 0,178] Typ. skorbutische Odontoplasten 








Bei den drei hier untersuchten Meerschweinchen trat etwa 
nach 18 Tagen C-freier Diit neben den typischen Skorbut- 
symptomen rapide Gewichtsabnahme auf, wie aus den Kurven 
der Fig. 2 hervorgeht.') Die Postmortem-Untersuchung ergab 
in allen 3 Fallen Hamorrhagien, Rosenkranz und bei der 
Untersuchung mit einem demnichst zu beschreibenden Apparat 
einen hohen Briichigkeitsgrad der Tibia. 

In den drei vorliegenden Skorbutfallen erwies sich sowohl 
der Gesamt-PO,-Gehalt des Blutes, als ganz besonders das 
anorganische PO, des Blutes (der Exrythrocyten) stark erniedrigt, 
und zwar am stirksten bei gieichzeitigem Mangel von 4 und 
1D, wo auch den histologischen Bildern und der Post-mortem- 
Untersuchung zufolge die stirksten Skorbutsymptome vorliegen. 


1) Wir geben diese Gewichtsabnahme besonders an, da vom Eiweib- 
und Fettabbau natiirlich auch der Phosphatkalkstoffwechsel beeinflu8t wird. 
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Indem wir betonen, da8 unser Versuchsmaterial einer 
starken Erweiterung bedarf, wollen wir doch nicht unterlassen, 
auf die Méglichkeit hinzuweisen, die Abnahme der Phos. 
phate im Blut als quantitatives Kriterium bei C-Vitamin. 
untersuchungen an Meerschweinchen zu verwenden. Bei der 
Ausarbeitung einer solchen. Methodik wird sich allerding; 
empfehlen, Ca- und PO,-Eingaben nicht in der Grundkost 2zv- 
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zufiihren, wobei die taglichen Einnahmen nicht mit der gleichen 
Genauigkeit kontrolliert werden kénnen wie bei der Hinfiihrung 
in besonderen Dosen. 

Bei der Ausfiihrung der histologischen Untersuchungen 
ist uns wiederum Frln. Isabella Lovén (Path. Abt. Kranken- 
haus Sabbatsberg, Stockholm; Direktor: Prof. Hilding Berg- 
strand) durch Herstellung der Schnitte, sowie Frin. Signe 
Forsgren (Histol. Abt. des K. Karolinischen Instituts; Direktor: 
Prof. Gista Haggqvist) in sehr dankenswerter Weise behill- 
lich gewesen. 
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Zur Methodik der Calcium- und Phosphorbestimmung in 
kleinen Blutmengen. 
Von 
Karl Myrbiick. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1925.) 








Zu der Untersuchung des Ca- und P-Gehaltes von 
Ratten- und Meerschweinchenblut, iiber die in der vorangehenden 
Mitteilung?) berichtet wurde, war es notwendig, analytische 
Methoden zu verwenden, bei welchen man mit ziemlich kleinen 
Blutmengen auskommen konnte. Zur Bestimmung des Calciums 
sind schon Verfahren beschrieben, die gute Werte bei Analysen 
von 2 bis 1 ccm Blut bzw. Serum geben sollen. Ich habe 
die Methode, wonach Ca als Oxalat gefaillt und mit Perman- 
ganat titriert wird, gepriift und auch bei sehr kleinen Ca- 
Mengen stets gute Werte erhalten. (Die nephelometrische 
Methode von Rona und Kleinmann erlaubt natiirlich die 
Bestimmung von noch viel kleineren Ca-Mengen.) 

Zur Bestimmung des Phosphors habe ich die Methode von 
Embden aufgenommen, die auch als wahre Mikromethode gut 
anwendbar ist, und die die Bestimmung von anorganischem 
PO, neben ziemlich leicht abspaltbarem organischem PQ, erlaubt. 


1. Bestimmung von Ca. 


Die Genauigkeit der Mikrotitrationsmethode wurde zuerst 
geprift. Die Fallung der reinen Ca-Lésungen wurde nach 





1) Euler und Myrbick, Diese Zs, Bd. 148, S. 180 (1925). 
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den Vorschriften von Kramer und Tisdall') ausgefihrt. Die 
neutrale Ca-Lésung (0,5—3 ccm) wurde in einem gewdéhnlichen 
15 ccm fassenden Zentrifugenglase mit 1—2 ccm _ gesittigter 
Ammonoxalatlésung versetzt. Nach 2—10 Stunden wurde mit 
Ammoniak (2 com konz. NH, in 100 ccm) verdiinnt und zen. 
trifugiert. Der Niederschlag wurde dreimal mit je 10 ccm 
Ammoniak gewaschen und zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde 
jedesmal mit einem capillaren Heber abgehoben. Der Nieder. 
schlag wurde in etwa 1 ccm 1n-H,SO, gelést, im kochenden 
Wasserbade einige Minuten erhitzt und mit 0,0128 n-Perman- 
ganat titriert. Der Permanganatverbrauch derselben Menge 
H,SO, wurde abgezogen (< 0,02 ccm). Die Birette war in 
0,01 ccm geteilt. 
Zuerst wurde Ca in einer Blutsalzlésung folgender 

Zusammensetzung bestimmt: 

7,14 g NaCl 

0,45 g KCl 

0,2550 g CaCO, 

0,25 g MgSO, + 7H,0 

0,1850 g Na,HPO, + 2H,O 

HCl zur klaren Lésung 

1000 ccm 








Diese Lésung enthielt also 0,102 mg Ca pro ccm. 























— ies lutsalz- mg Ca gefunden pro ccm 
lésung 

0,50 0,050 0,100 
1,00 0,100 0,100 
1,00 0,104 0,104 
1,00 0,100 0,100 
1,50 0,158 0,105 
1,50 0,156 0,104 
2,00 ¢,208 0,101 
2,00 0,210 0,105 

Mittel: 0,1025 


Ich habe weiter die Methode an einer vom hiesigen ana- 





1) Kramer und Tisdall, Jl. of Biol. Chem. Bd. 47, §. 475 (1921). 
Siehe auch Clark u. Collip, Jl. of Biol. Chem. Bd. 63, 8. 461 (1925). 
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lytischen Laboratorium gelieferten Lésung von reinem CaCl, 
gepriift. 














ecm CaCl,-Lisung| mg Ca gefunden | pro cem Liésung 
0,25 0,044 0,176 
0,75 0,127 0,169 
1,0 0,174 0,174 
1,5 0,258 0,171 
2,0 0,338 0,169 
2.5 0,428 0,171 
(3,0 0,472 0,158) 











Mittel: 0,172 mg 
Die Liésung enthielt nach dem Einwaigen und den Makro- 
analysen nach verschiedenen Methoden: 0,168 mg Ca pro ccm. 


Bestimmung im Serum. 
Mit der oben geschilderten Methode wurde Ca im Serum 


' von Schweineblut bestimmt. 




















ecm Serum mg Ca gefunden mg Ca 
pro cem Serum 
0,40 0,029 0,073 
0,50 0,036 0,072 
0,60 0,042 0,070 
0,75 0,054 0,072 
1,0 0,070 0,070 
1,0 0,070 0,070 
1,0 0,070 0,070 
1,0 0,070 0,070 


Die Ubereinstimmung der Parallelproben ist sehr gut. 


Ca-Bestimmung nach Veraschung, 


Das Blut oder Serum wurde trocken verascht und die Asche 
in etwa 1 ccm verdiinnte Salpetersiure aufgenommen. .Die Lésung 
wurde in ein Zentrifugenglas gespilt und mit wenig Wasser 
nachgewaschen. 2 ccm gesittigter Ammonoxalatlésung wurde 
zugesetzt und danach nach de Waard!) verfahren: Das Rohr 


1) De Waard, Biochem. Zs. Bd. 97, 8. 176 (1919). — Siehe ferner 
Alport, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 455 (1924). In eimem soeben er- 
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wurde im Wasserbade erhitzt, mit NH, alkalisch gemacht und 
mit ein paar Tropfen Hisessig wieder angesauert, so daB dic 
Flissigkeit deutlich nach Essig roch. Schon nach einer Stunde 
wurde zentrifugiert, gewaschen und titriert. Nach dieser Me. 
thode wurde in 1 ccm von dem im vorigen Versuche unter. 
suchten Serum 0,0725 mg Ca gefunden. 


Bestimmungen in Rattenblut. 




















g Blut mg Ca gefunden | mg Ca pro g Blut 
1,188 0,076 0,068 
1,439 0,096 0,067 
1,479 0,104 0,070 
1,960 0,138 0,070 
3,511 0,235 0,067 


Auch in diesem Falle gibt die Methode sehr befriedigende 
Resultate. 


2. Bestimmung von PO,. 


Zur Bestimmung von kleinen Mengen von PQ, sind viele 
Molybdatmethoden anwendbar.') AuBerst genau ist die Methode 
von Lieb.*) Indessen wird nach den meisten von diesen Me- 
thoden die Phosphorsiure aus der stark salpetersauren Lésung 
in der Hitze gefallt und der Niederschlag muB sehr lange 
mit der Saéure in Berihrung bleiben. Um anorganisches 
PO, neben Phosphorsdureestern bestimmen zu kénnen, hat 
W. Heubner die Neumannsche Methode so abgeandert’) 
daB die Fallung im 4 Vol.-°/, H,SO, und 15°/, NH,NO, bei 
37° ausgefiihrt wird, wobei nach 6 Stunden die Fallung voll- 





schienenen Heft der Biochem. Zs. hat M. Richter-Quittner einige 
Methoden zur Blutuntersuchung beschrieben und bezeichnet die Methode 
von de Waard als ungenau. Ieh habe dagegen, wie auch Kramer 
und Tisdall gute Resultate bekommen. (Richter-Quittner, Bioch. 
Zs. Bd. 158, 8. 176 (1925). Die Methode von Richter-Quittner ist 
zweifelsohne sehr gut, aber viel umstindlicher als die von de Waard. 

‘) Kleinmann, Zur Methodik der Phosphorbestimmung. Siehe 
auch Iversen, Biochem. Zs. Bd. 109, S. 211 (1920). 

*) Pregl, Die Mikroanalyse. Berlin. 2, Aufl. 1923. 

*) Heubner, Biochem. Zs. Bd, 64. S. 401 (1914). 
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stindig ist. Indessen gibt die Methode bei Anwesenheit von 
gréBeren Mengen organischen Phosphors groBe Fehler. 

Doch gibt die von Embden?) eingeftthrte Methode der 
Fallung mit Strychnin—Molybdatreagens, wie auch in diesem 
Laboratorium friiher gefunden wurde, bei Anwesenheit von 
leicht spaltbarem organischem Phosphor sehr gute Werte, weil 
die Fallung in der Kilte geschieht und innerhalb einer Stunde 
vollstandig ist. (Dies gilt natiirlich auch fiir die nephelometrische 
Methode von Kleintnann.?) 

Nach der , Halbmikromethode“ von Embden habe ich 
guerst emige Bestimmungen von bekannten Mengen P,O, aus- 
gefiihrt. 

Reagentien (nach Embden). 

Lésung I. 15 g Strychninnitrat im Liter. 

Lésung II. 84g Ammonmolybdat, 600 ccm konz. NH, 
im Liter. 

Unmittelbar vor der Bestimmung mischt man 1 Vol. der 
Lésung I und 3 Vol. der Lésung IL. 

30 ccm der phosphorhaltigen Liésung (etwa 0,5—2 mg 
P,0,) werden mit 10 com des Reagenses versetzt. Nach etwa 
45 Minuten wird filtriert, mit Eiswasser gewaschen, bei 100° 
getrocknet und gewogen. 


P,O,-Faktor nach Embden 1: 89. 














mg P,O, Gewicht d. Niederschlags mg P,O, 
mg gefunden 
0,522 21,3 0,546 
1,044 40,5 1,087 
1,306 3 50,6 1,301 
1,806 51,0 1,309 
1,806 50,6 1,301 








Ich habe versucht, diese Methode zu wahrer Mikromethode 
auszuarbeiten, und gefunden, daB mit derselben Phosphor- 
mengen von 0,02—0,5 mg gut bestimmt werden kénnen. 

Zu etwa 10 com der zu untersuchenden Liésung 


—. 





1) Embden, Diese Zs. Bd. 118, S. 188 (1921). 
*) Kleinmann, Biochem. Zs. Bd, 99, 8.19 und zwar 115 (1919). 
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werden 3ccm der Embdenschen Reagensmischung ge. 
setzt und nach einer Stunde kann filtriert werden. Nur bej 
den kleinsten P-Mengen muBte unterdessen ein wenig linger 
gewartet werden, bis sich der Niederschlag zusammengeballt 
hatte, doch nie langer als 2 Stunden. Die Niederschlige wurden 
in den asbestbeschickten Filtrierréhrchen von Pregl} 
aufgefangen und mit eiskaltem Wasser vorsichtig gewaschen, 
Diese Filtrierréhrchen_haben sich auBerordentlich bewihrt. 
Trotz der flockigen Beschaffenheit des Niederschlags geht dic 
Filtration ziemlich.se und das Filtrat ist vollkommen klar. 
Die Réhrchen werden im elektrischen Trockenschranke bei 100 
getrocknet, diirfen im Exsiccator erkalten und werden auf der 
Kuhlmannschen Mikrowage gewogen. 


Von den vielen Bestimmungen an bekannten P,0,-Mengen 
fiihre ich einige an: 


Bestimmungen von P in Natriumphosphat (,zu Enzyn- 
studien nach Sérensen“). 


Ks kam die oben erwahnte Blutsalzlésung zur Anwendung. 
Sie enthielt 0,0738 mg P,O, pro ccm. 














cem Blutsalzlisung | mg P,O, in d. Lésung | mg P,O, gefunden 
0,20 0,014 0,012 
0,50 0,087 0,085 
0,50 0,037 0,039 
0,75 0,055 0,057 
0,90 0,066 0,065 
1,00 0,074 0,073 
1,00 0,074 0,074 
1,00 0,074 0,072 
1,50 0,111 0,110 
2,00 0,147 0,149 
2,00 0,147 0,138 








So geringe Mengen von P,O, kénnen also mit guter Ge- 
nauigkeit bestimmt werden. 
Die meisten in der vorhergehenden Mitteilung angefiihrten 





1) Pregl, Die Mikroanalyse. 
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PO,-Bestimmungen im Blut sind in dieser Weise ausgefthrt. 
Man wihlt diese Methode, wenn nicht zu viele Bestimmungen 
genau ausgefiihrt werden miissen. Mu man indessen sehr 
viele Bestimmungen, oft gleichzeitig, ausfiihren, wird das Fil- 
trieren beschwerlich, und eine sehr groBe Zahl von Filtrier- 
réhren ist erforderlich. Au8erdem nimmt die Trocknung des 
amorphen Niederschlags in den engen Réhren recht lange Zeit 
in Anspruch. 

Ich habe darum versucht, eine Methode ausfindig zu 


| machen, wonach viele Bestimmungen gleichzeitig ohne besondere 


Apparate ausgefiihrt werden kénnen. Dabei habe ich auf die 
juBerste Genauigkeit verzichtet, die bei vergleichenden Bestim- 
mungen in Blut von gesunden und kranken Tieren nicht er- 
zielt werden brauchte. Die Methode ist eine Kombination der 
Embdenschen Fallung mit der Neumannschen Titrations- 
methode. Die ganze Analyse kann in demselben GefaiBe 
(Zentrifugenglas) ausgefiihrt werden. Die Fiallung wird wie 
oben ausgefiihrt. In der Zentrifuge wird dreimal mit 15 ccm 
1°/, Natriumnitratlésung gewaschen. (Die Nitratlésung ist aus 
ausgekochtem destilliertem Wasser hergestellt.) Ich habe ge- 
funden, daB, wenn man nach dem Zusatze der Waschlésung 
die Réhren }/, Stunde ruhig dastehen laBt, der Niederschlag sich 
wieder zusammenballt und rasch beim Zentrifugieren absitzt. 

Ich habe zuerst die Menge Lauge bestimmt, die zur Neu- 
tralisation des Niederschlages nétig ist. Niederschlige wurden 
nach Embden aus einer Liésung von bekanntem P-Gehalt 
erzeugt, ausgewaschen und in 0,0916n-NaOH gelést. Gegen 
Phenolphthalein wurde mit 0,0272n-HCl titriert, 2ccem HCl 
in UberschuB zugesetzt, CO, weggekocht und mit der Lauge 
fertig titriert. 

Kinige Bestimmungen seien angefiihrt: 











Gewicht des Niederschlages 0916n-NaOH 
mg P.O, gefillt ik Mkda cem 0, n-Na 


2,218 0,0864g 6,74 
0,788 0,0288 2,27 
0,738 0,0288 2,29 
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Hiatte der Niederschlag die Zusammensetzung 

(C,,H,.0,N.),*HsPO,+12Mo0, (Mol.-Gew. 2828), 
so wirde der P,O,-Faktor 1:39,9 sein. Nach den Untersuchungen 
von Embden, die ich véllig bestitigen konnte, ist er indessen 
1:39,0.") Wird vom Molgewicht des Niederschlages das Ge. 
wicht von 3aq abgezogen, ergibt sich der Faktor 1:31,1. Es 
ist ja wohl méglich, daB bei der Trocknung bei 100° Wasser 
entweicht. Man kénnte erwarten, da8 zur Neutralisation 
23 Aqu. Base erforderlich sind. Aus den obigen Zahlen, die 
durch viele anderen gestiitzt sind, berechnet man indessen 
20 Aqu. Ich finde es richtiger mit dieser Zahl zu rechnen 

















mg P,0O, : eem 0,0272n-NaOH Mol. Mol. NaOH 
gefallt sags lai verbraucht NaQH-10® | Mol. P 
0,0184 0,259 0,20 5,44 21 
0,0219 0,309 0,20 5,44 18 
0,0359 0,520 0,88 10,8 20 
0,0438 0.617 0,41 11,2 18 
0,0554 0,780 0,52 14,1 18 
0,0657 0,926 0,64 17,4 19 
0,0738 1,04 0,76 20,7 20 
0,0886 1.25 0,91 24,7 19 
0,0924 1,30 0,87 23,7 18 
0,111 1,57 1,07 29,1 19 
0,111 1,57 1,10 30,0 19 
0,129 1,82 1,25 34,0 19 
0,138 1,88 1,40 38,1 20 
0,148 2,09 1,48 39,7 19 
0,148 2,09 1,87 87,3 18 
0,155 2,19 1,52 41,4 19 
0,177 2,50 1,69 46,0 18 
0,184 2,59 1,85 50,4 19 
0,221 8,12 2,25 61,8 20 
0,258 8.64 2,65 72,2 20 
0,295 4,16 2,87 78,1 19 
0,882 4,68 8,22 87,6 19 
0,369 5,19 8,78 102,8 20 














1) Euler und Myrbick fanden friiher: 38,9. Svensk kem. tidskr. 
Bad. 86, 8. 295 (1924). 
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und habe nun untersucht, inwieweit sich die Mikrotitration 
diesen F'aktor anschlieBt. | 
Von der mehrmals erwihnten Blutsalzlésung wurden ver- 


| schiedene Mengen gefillt. Die Niederschlige wurden nach 


Waschen in 0,0272n-NaOH, kohlensiurefrei, gelést und mit 
0,0272 HCl titriert. In vorstehender Tabelle habe ich einige 
Versuche zusammengefaBt. 

In diesen Versuchen ist das Verhaltnis Mol NaOH: Mol PO, 
noch kleiner, nimlich etwa 19. Indessen geht aus der Tabelle 
hervor, daB die Titrationsmethode unter Beniitzung dieses 
Faktors gute Werte gibt. Dies geht noch besser aus der 
folgenden Figur hervor. 





Mol. Naoto? 
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Diese Methode diente zur Bestimmung sowohl des totalen 
wie vor allem des anorganischen PO, im Blute. Zur Bestin. 
mung des Totalphosphors kann jede genaue Mikromethode an- 
gewandt werden, beispielsweise die von Lieb (Pregl, Mikro. 
analyse, Kap. VII, 8.151). Die Verbrennung kann in diesem 
Falle mit Vorteil durch H,SO, und H,O, geschehen. 

Zur Bestimmung des organischen Phosphors muB das 


Blut zuerst enteiweiBt werden. Ich habe auch hier die Fil. 


lung nach den Vorschriften von Embden mit der Schenck. 
schen Fliissigkeit ausgefiihrt (4°/, HgCl,; 4°/, HCl). 


Ks wurde zuerst untersucht, ob durch dieses saure Rea- | 
gens etwa organischer Phosphor abgespalten wurde: 0,5 ccm | 
Blut wurde mit verschiedenen Mengen des Reagenses versetzt | 
und mit Wasser auf 8 ccm gebracht. Nach 12 Stunden wurde | 
zentrifugiert, das Zentrifugat mit H,S gefallt und filtriert. Der | 
Schwefelwasserstoff wurde mit Luft ausgeblasen. In je 4 ccm § 
der Flissigkeiten (0,25ccm Blut) wurde die PO,-Bestimmung | 

















vorgenommen: 
ecm Schenckreagens ecm Lauge verbraucht 

4,0 0,88 

3,0 0,81 

2,0 0,31 





Dieselbe Menge anorganisches PO, ist also in sémtlichen 
Fallen gefunden worden und durch vergréBerte Konzentration 
der Schencksalzsiure wird kein PO, freigemacht. Es wurde 
schlieBlich untersucht, ob bei der Molybdatfillung beim langeren 
Stehen der Lésung organisches PO, abgelést wurde. Ich fand, 
daB wihrend der ersten 3 Stunden das Gewicht des Nieder- 
schlages nicht merkbar zunahm. LieB ich indessen die Proben 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, so konnte eine deut- 
liche Vermehrung des anorganischen PO, beobachtet werden. 
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Vergleichende Bestimmungen des PO,-, Ca- und Mg-Gehaltes, 
die Tibia von Ratten und Meerschweinchen. 


Von 


Hans v. Euler und Robert Johansson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1925.) 


EKinen Weg zur Erforschung der chemischen Vorginge bei 
der ihrem Wesen nach noch unklaren Kalkapposition’) bzw. 
der Beinbildung und des Zusammenwirkens von A- und 
C-Vitaminen mit den Enzymen des Phosphatstoffwechsels sehen 
wir im Vergleich dieser Vorginge bei zwei hinsichtlich der 
Avitaminosen Rachitis und Skorbut so verschiedenen und so 


§ typischen Tieren wie Meerschweinchen und Ratten.?) 


In einer Untersuchung von Euler und Myrbiack®*) iiber 
PQ,- und Ca-Gehalt im Blut konnte gezeigt werden, das sich 
der Ca- und PO,-Gehalt des Meerschweinchenblutes von dem- 
jenigen des Rattenblutes erheblich unterscheidet. 

Was die Zusammensetzung der Knochensubstanz be- 
trifft, so gehen die ersten systematischen Versuche an Kinder- 
knochen auf Mohr, Gabriel, Gassmann und Shabad 
zuriick, | 





1) Vgl. Freudenberg u. Gyérgy, Ergebn. d. inn. Med. Bd. 24, 
S. 17 (1928). 

*) Siehe Euler, Widell u. Erikson, Diese Zs. Bd, 144, S. 123 
(1925). 2 ai. 
*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 147, im Druck (1925), 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVIII. 14 
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Fiir normale Knochen, getrocknet bei 120°, findet Gass. 
mann?) 


PO... os i eee 
M6 6s Nee ee 
Mi ei ee oe ee 


Weitere Angaben machen: Zalesky, Schrodt, Gabriel, 
Loll.?) 2 

Uber den CaO- und PO,-Gehalt von Knochen von Meer. 
schweinchen machten Morel, Mouriquand, Michel und 
Thevenon’) einige Angaben, indem sie feststellten, daB bei 
Skorbut keine Anderung der normalen Zusammensetzung eintritt. 

Uber die normalen Knochen von Ratten liegen viel mehr 
analytische Angaben vor. Besonders sind hier die Unter- 


suchungen aus dem Listerinstitut zu nennen, zundchst dic- | 


jenigen von Goldblatt.) 
Bei normaler Diét fand Goldblatt in den (histologisch 
normalen) Knochen von Ratten: 


°/,H,O 41,65 39,98 41,17 40,57 Mittel 40,94 
ungetrocknet %/,Ca 18,18 12,51 12,46 12,08 » 12,54 
getrocknet °/,Ca 22,28 21,52 21,17 20,36 » 21,58 


Als unsere Analysen bereits ausgefiihrt waren, erschien 
eine bemerkenswerte Mitteilung von Robison und Soames’) 
iiber die Knochenbildung bei rachitischen Tieren, welche auch 
iiber normale Rattenknochen Angaben enthalt. Bei einer Diit, 
welche hinreichend beziiglich Ca und PO, war, wurde in den 


Knochen das Verhiltnis ziemlich konstant gefunden 
: Ca:P = 2,15, 
somit 
Ca: PO, = 0,70 


und zwar im Mittel der normalen Fille die folgenden (auf 
die trockenen Knochen bezogenen) Werte: 
Ca 20,5 %, P 9,6, PO, 29,4°/,. 





1) Gassmann, Diese Zs. Bd. 70, S. 161 (1910). 

*) Loll, Biochem. Zs. Bd. 185, 8. 498 (1928). 

8) Morel, Mouriquand, Michel u. Thevenon, Soc. Biol. 
Bd. 85, S. 469 (1921). 

*) Goldblatt, Biochemical. J] Bd. 18, 8. 414 (1924). 

5) Robison u. Soames, Biochemical. Jl Bd. 19, S. 153 (1925). 
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Unsere eigenen Versuche bezogen sich auf die Tibia von 
jungen Ratten des in diesem Laboratorium verwendeten Stammes, 
deren Gewicht zwischen 80 und 110 g schwankte. Sie waren 
im Rattenstall des Laboratoriums bei gemischter Kost (Milch, 
thartes Brot, Riiben, Kase) aufgezogen. Die von Muskel sorg- 
faltig gereinigten Knochen wurden 24 Stunden bei 98° ge- 
trocknet, dann zusammen pulverisiert und analysiert. 

Zur Analyse kam jedesmal etwa 2g Knochensubstanz. 
Der PO,-Gehalt wurde nach Neumann bestimmt, das Ca nach 
den Vorschriften von Fresenius. 

Unsere Ergebnisse an Rattenknochen waren in zwei un- 
tabhingig voneinander ausgefiihrten Analysen: 


GiGbverlust .... 864%, 86,5 °/, 
— oe ee 25,1 
Me ee ee 0,3 0,1 
eee 35,8 


Hieraus ergibt sich das Verhiltnis 


i! 


| Ca: PO, = 0,714 


Jetwas héherer als nach dem Befund von Robison und 
Soames, und auch in ziemlich guter Ubereinstimmung mit 
Hammet.}) 

Auf die Ca-Bestimmungen in Beinen, welche Koren- 
chevsky und Carr?) an A l-arm und unter Hingabe von 
Kalcium-glycerophosphat ernihrten Ratten ausgefiihrt haben, 
kann hier nur verwiesen werden. 

Die Meerschweinchen, deren Tibia und Fibula gemischt 
untersucht wurden, waren im Laboratorium bei Hafer- und 
Weizenkost unter Zusatz von Kohl, ferner von Marmite, und 
Riiben ernahrt worden und wogen zwischen 200 und 250 g. 
Wassergehalt der frischen Knochen: 27 °/,. 

Die Knochen wurden 24 Stunden lang bei 98° getrocknet. 





1) Hammet, Jl. of Biol. Chem. Bd. 57, 8. 285 (1923). 
*) Korenchevsky und Carr, Biochem. Jl Bd. 18, 8. 1813 (1924); 
Bd. 19, S. 101 (1925). Siehe ferner Clark u. Collip, Jl. of Biol. Chem. 
Bd. 63, §. 461 (1925). 
14* 
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Gliihverlust . ... 44,9°%, 45,3°/, 
Oca eo: BE ee 
eer 0,1 
5 SESE ae 30,9 


Das Verhaltnis Ca: PO, ist hier also = 0,66, ein Wert. 
welcher nach unseren gegenwirtigen Erfahrungen etwas aufer- 
halb der Variationsbreite des bei Ratten auftretenden Ver- 
haltnisses liegt. 

Wir kommen nach Erweiterung des Versuchsmaterials 
durch Versuche mit Tieren, welche Vitamin Al bzw. RA! 
oder Vitamin C im Uberschu8 erhalten haben, auf unsere 
Befunde zuriick. 
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‘Zur Kenntnis der den biologischen Kohlehydratstoffwechsel 


vermittelnden Hexose. 
Von 


Hans vy. Euler und Ragnar Nilsson. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1925.) 


Zymophosphat oder richtiger Zymophosphate werden nun- 
mehr von allen Seiten als normale, physiologische Zwischen- 
produkte der alkoholischen Girung anerkannt.*) Auch kann 
nunmehr als feststehend gelten, daB die Bildung des Hexose- 
diphosphorsaiureesters an die Mitwirkung der Co-Zymase ge- 


| knipft ist. ?) 





1) Vgl. hierzu Gottschalk u. Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 154, 
§. 492 (1925). Zu der Stelle: ,So konnte der eine von uns (Neuberg 
1920) schon friiher darauf hinweisen, da8 die massenhafte Anhiiufung 
von Hexose-diphosphat weniger als eine physiologische Erscheinung zu 
deuten ist, sondern vielleicht mehr als ein abnormer, kiinstlich erzwungener 
Proze8 zu betrachten ‘ist“, méchten wir nur bemerken, da% wir hierin 
vollkommen mit Neuberg iibereinstimmen, und es sogar stets als zweifel- 
los feststehend angesehen haben, da8 die Anhiufung, die entweder 
durch Zusatz von Antisepticis zu frischer Hefe oder bei Verwendung 
von Trockenhefe hervorgerufen wird, ein abnormer Vorgang ist (Neu- 
berg u. Mitarb., Biochem. Zs. Bd. 83, S. 224 (1917). Wie aber die ab- 
norme Anhiiufung von Acetaldehyd und anderen Stoffen beim Abfange- 
verfahren interessante Einblicke in die ohne Abfangung statthabenden 
normalen Verhiltnisse gewihrt, so konnte auch aus der durch be- 
sondere Verfahren erreichten Anhiufung von Zymophosphat im Anschlu8 
an Harden ein Riickschlu8 auf die normalen Vorginge gemacht werden. 

*) Myrbiack u. Euler, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1073 (1924); Euler 
u. Myrback, Diese Zs. Bd. 139, S. 15 (1924); siehe auch piesa) 
Diese Zs. Bd. 188, S. 186 (1924). 
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Unbekannt ist noch, welche der zur Bildung des Zymo. 
phosphates erforderlichen Teilreaktionen der Co-Zymase bedar/, 
und unbekannt ist ferner noch die Form, in welcher Zymo. 
hexosen der direkten Phosphorylierung unterliegen. Wir haben 
schon friiher Gelegenheit gehabt, darauf hinzuweisen, daB es 
bei Verwendung von Glucose als Girsubstanz vermutlich weder 


die «-Form noch die §-Form ist, welche der Vergirung und F 


zunichst der Veresterung unterliegt, sondern ein labileres 


Isomeres. Man kénnte annehmen, daB8 es sich um eine in neuerer & 


Zeit im Blut und in tierischen Geweben oft gesuchte noch 


hypothetische Hexoseform handelt, welche in der Regel als ff 


y-Glucose bezeichnet wird. 

Kuler und Myrback nennen die in Rede stehende 
Form kurz Bio-Glucose, ohne damit spezielle Vorstellungen 
wie sie Winther’), Laquer*), Lundsgaard’), Prings- 
heim‘) u. a. geiuBert haben, zu verbinden. 

Wie schon an anderer Stelle betont wurde®), kann die 
Gleichgewichtsglucose in vitro und wohl auch in lebenden 


Zellen und Organen neben der a- und #-Glucose nur sehr § 


wenig y-Glucose enthalten, dafiir sprechen auch die Ergebnisse 


von Riiber.*) Die Bio-Glucose betrachten wir als ein labiles § 


Ubergangsstadium, welches sich bei seiner geringen Konzen- 
tration durch seine groBe Reaktionsfahigkeit von der «- und 
8-Glucose unterscheidet. 

Bemerkenswert ist der Umstand, da8 Glykogen, welches 


Glucose in einer labilen Form entstehen lift, aus welcher dann § 





1) Winther u. Smith, Jl. of Physiol. Bd. 57, 8. 100 (1922). 

*) Laquer u. P. Meyer, Diese Zs. Bd. 124, S. 211 (1928); Laquer 
u. Griebel, Diese Zs. Bd. 188, S. 148 (1924). _ 

5) Lundsgaard u. Holb6ll, Soc. Biol. Bd. 91, S. 1108 (1924). 

*) Pringsheim, Biochem. Zs. Bd. 156, 8. 109 (1925). — Allerdings 


kénnen wir mit Pringsheim darin nicht tibereinstimmen, daB im Gleich- J 


gewichtszustand y-Hexose 2 Phosphorsiureester 2 Zymophosphat bei den 
Warburgschen Oxydationsversuchen in Betracht kommt. Bei denselben 
werden keine Phosphorsiureester gebildet [vgl. Euler u. Nilsson, Diese 
Zs. Bd. 145, S. 184 (1925)}. 

5) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 148, S. 243 (1925). 

®) Riiber, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3182 (1922); Bd. 56, S. 2185 (1928). 
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g- und f-Bio-Glucose’) entsteht, scheinbar aus dem stabilen 


| Gemisch der a@- und f-1,4-Glucose von der Hefe sowie vom 


Muskel synthetisiert wird, und zwar sowohl von den frischen 


| als den getrockneten (atmungsfihigen) Priparaten. Dies deutet 


in Ubereinstimmung mit anderen Tatsachen darauf hin, daB 
die Glykogensynthese der Hefe nicht direkt aus den stabilen 
Glucoseformen geschieht, sondern durch Vermittlung des Zymo- 


" phosphats bzw. einer mit der Phosphatese zusammenwirkenden 
| Isomerase. 


Andererseits weist Pringsheim?) in seiner sehr bemerkens- 
werten Arbeit ,,Beziehung des Blutzuckers zum Glykogen“ 
darauf hin, daB das Zymophosphat vermutlich nicht Fructose- 
diphosphorséure ist, sondern der Phosphorsiureester eines 
y-Zuckers. 

Was nun die Vergirung betrifft, so verdankt man Will- 
stitter und Sobotka*) eine interessante Untersuchung iiber 
die relative Garungsgeschwindigkeit der o«- und #-Glucose. 
Es zeigte sich, daB die a- und die 8-Form, einzeln der Garung 
unterworfen, gleich schnell gespalten werden, wahrend im 
Gemisch der beiden Formen die a-Form bedeutend (etwa 3 mal) 
schneller verschwindet.*) Was die oft schnellere Vergirung der 
Maltose betrifft, so schreiben die genannten Forscher: 

Die Garung der Maltose fiigt sich nicht einfach der An- 
nahme, daB diese Biose zunichst durch Maltase gespalten 
werde, wobei iibrigens auch iiberwiegend a-Glucose auftritt, 
sondern es wird nach den Beobachtungen von R. Willstatter 
und W. Steibelt5) direkte Girung der Maltose von maltase- 
armen Hefen bewirkt und kommt auch bei maltasereichen 
Hefen in Betracht.“ 





1) Euler u. Helleberg, Diese Zs. Bd. 139, S. 24 (1924); Kuhn, 
Chem. Ber. Bd. 57, S. 1965 (1924). 

*) Vgl. Anm. 4 §. 2. 

8) Willstitter u. Sobotka, Diese Zs. Bd. 123, S. 164 (1922). 

*) Die von Laquer u. Griebel (a. a. 0.) angegebene verschiedene 
Gescawindigkeit der Milchsiurebildung aus o- und @-Glucose ist uns, 
den Erfahrungen dieses Laboratoriums nach, nicht verstindlich. 

5) Willstitter u. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, 8. 211 und zwar 


§, 222 (1921). 
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Im Anschlu8 an die Resultate von Euler und Myrbick 
iiber die viel gréBere Reaktionsfahigkeit der aus Glykogen 
durch Muskelenzyme gebildeten Kohlehydrate') im Vergleich 
zu Glucose und Fructose haben wir die Garfahigkeit der Hexose. 
form untersucht, welche unmittelbar aus Glykogen enzymatisch, F 
und zwar durch Amylase, entsteht. 

Die genaue Berechnung der Giarungsgeschwindigkeit der 
in Betracht kommenden Glucoseform bietet, da es sich um 
das Zusammenwirken mehrerer Reaktionen handeit, erhebliche 
Schwierigkeiten. Wir teilen unsere bis jetzt erhaltenen Ergeb. 
nisse mit, da dieselben fiir das Auftreten einer Glucoseform 
sprechen, welche bedeutend schneller als Glucose, und zwar 
sowohl «- als £-Glucose, vergoren wird. Spiter kommen wir 
mit einem gréBeren Zahlenmaterial auf diese mit der Glykogen- 
spaltung gekoppelte Garung zuriick. 


Zur Methodik. 

Kine Glykogenlésung wurde bei Gegenwart von Oberhefe 
durch Malzamylase — es wurde ein gereinigtes Amylase- 
praparat von Sf= 15 verwendet, welches wir Hrn. Dr. E. Ern- 
strém verdanken — gespalten und die Vergirung der aul- 
tretenden Glucose wurde durch volumetrische Bestimmung der 
entwickelten CO, verfolgt. Gleichzeitig wurde in einer zweiten 
Probe ohne Hefe die Spaltung des Glykogens zu Maltose 
studiert. Zum Vergleich wurde eine gewdhnliche Glucose- 
vergirung mit der gleichen Hefemenge wie beim Hauptversuch 
angestellt. Unsere Oberhefe # vergirt Glucose und Maltose 
mit (sehr angenihert) gleicher Geschwindigkeit. 

Die Reaktionsmischungen hatten folgende Zusammensetzung: 
Phosphatpuffer . . . 10ccm 4°/,ige prim. Phosphatlésung . 

+ 0,5 eem sek. (gesittigte) Promhatied} Pu™® 


Hefephosphatmischung 3 g frische Oberhefe R . 
20 cem Phosphatpuffer 


Versuche. 


1. 0,5g Glykogen +5cem Hefephosphatmischung +5 ccm Amylaselisg. 
2. 0,5¢ Glucose + 5ccm Hefephosphatmischung + 5ccm Amylaselésg. 
8. 2g Glykogen +20ccem Phosphatpuffer _ + 20ecm Amylaselisg. 





) Euler u. Myrbick,' Sv. Kem. Tidskrift Bd. 36, 8. 295 (1924). 
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Zur Verfolgung der Glykogenspaltung wurden von Zeit 
gu Zeit Proben von je 2 ccm entnommen und der Reduktions- 
analyse nach Bertrand unterworfen. Probe 3. 


















































Glykogenspaltung. 30°. 
Reduktion berechnet auf Glucose. Proben von 2 ecm. 
Minuten o | 40 | 70 | 100 | 130 | 160 | 220 | 280 
| Red. entspr. 

/ mg Glucose 10 | 15,9 | 20,0 | 19,6 | 22,3 | 21,8 | 22,8 | 28,4 

Girungsversuch. 30°. 

eem CQ,. 

Minuten 40 | 70 | 100] 130}160) 220} 280 
Vergirung nach Glykogenspaltung | 6,3|17,7]32,8]36,1/37,4/39,4] 40,6 
Parallelprobe . . . « . « | 6,8117,6132,7/86,5|37,1|40,3] 41,5 
Glucosevergarung 21,5} 48,11 73,9] 95,0] 98,1) 99,7} 100,5 
Parallelprobe . 21,4] 46,31 71,1] 91,8/95,4197,8} 99,7 


|} mehr als doppelt so gro8 als in der Glucoseprobe. 























Die CO,-Menge, die von der Gewichtseinheit Glucose in 
der Zeiteinheit entwickelt wird, ist also in der Glykogenprobe 
In der 
Glucoseprobe ist aber Glucose in Uberschu8 vorhanden. 

Im folgenden Versuche wurde daher die Glucosekonzen- 
tration vermindert. Die Hefephosphatmischung, der Phosphat- 


| puffer und das Amylasepriparat wie im vorigen Versuche. 


Die Aktivitit der Hefephosphatmischung und des Amylase- 
praparats ist jedoch vielleicht nicht ganz dieselbe wie im 
vorigen Versuche. 


Zusammensetzung der Reaktionsmischungen: 


1. 0,5 g Glykogen, 5 cem Hefephosphatmischung, 5cem Amylasepriparat. 
2. 0,1g Glucose, 5 ccm Hefephosphatmischung, 5 ccm Amylasepriiparat. 
3. 0,2g Glucose, 5 ccm Hefephosphatmischung, 5 ccm Amylasepriparat. 
4. 2g Glykogen, 20ccm Phosphatpuffer, 20cem Amylasepriparat. 


In der Probe 4 wurde die Glucosebildung nach Bertrand 
bestimmt. Zu jeder Zuckerbestimmung wurden 5 ccm der Probe 4 
entnhommen, 
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Glykogenspaltung. 30°, mg Glucose in 5 cem. 








Minuten | 0 30 45 60 90 165 





mg Glucose . . <10 34,7 48,4 | 45,3 53,7 55,5 


Hine zweite Serie gab dasselbe Resultat. 


























Minuten 30 45 | 60 90 | 165 








Vergirung nach Glykogenspaltung | 12,3 | 20,6 | 22,6 | 24,2 | 26,1 




















Parallelprobe. . . - | 12,0 | 18,9 | 20,7 | 22,0 | 23,6 
Giucosevergiirung Giliackone 2) . | 10,6 | 15,8 | 16,0 | 16,0 | 16,0 
Parallelprobe. . . . - | 10,5 | 15,3 | 15,5 | 15,5 | 15,5 
Glucosevergiirung AGicbene 3) - | 11,1 | 28,7 | 34,0 | 35,2 | 35,7 
Parallelprobe. . ... +. . « | 11,5 | 24,5 | 85,2 | 36.4 | 36,7 


In der folgenden Zusammenstellung ist versucht worden 
die Garungsgeschwindigkeiten so zu berechnen, da8 sie in 
gewissem Ma8e vergleichbar sind. Die Berechnungen sind so 
ausgefthrt, daB fiir die Vergirung nach Glykogenspaltung dic 
Garungsgeschwindigkeit nie zu groB, wohl aber zu niedrig wird. 

In der Glucoseprobe ist die ,maximale Glucosemenge“ 
die zu Anfang der Girung wirklich vorhandene Glucosemenge. 

In der Glykogenprobe ist die ,,maximale Glucosemenge‘ 
die am Ende der Garung gebildete Glucose — die zu Anfang 
der Garung vergorene Glucose. Die vergorene Glucosemenge 
ist aus der CO,-Entwicklung berechnet. *) 


Vergiirung nach Glykogenspaltung. mg Glucose. 





























2 oe b Cc d e f 
Maximale 
Min Glucose | Glucose} @Q@lucose- |Aritm. Mittel se 
Giacose ver- vor- menge zwischen jcemCO,| ° 
gebildet goren | handen wihrend der} ¢ und d 
Garung 
30 | 69,4 48,3 21,1 69,4 45,3 12,0 | 0,265 
45 | 86,8 76,1 10,7 38,5 24,6 6,9 | 0,280 
60 | 90,6 88,4 7,2 14,5 10,9 1,8 | 0,165 





























1) Die Giirung ist durch die CO,-Entwicklung zwischen je 2 Ab- 


lesungen gemessen. 
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Glucosevergirung. 
mg Glucose. 
a p Y 5 ; 
| Maximal 
in Glucose Bitccae Aritm. Mittel Bal & 
- | Glucose vor- menge zwischen }|cem CO,|. ) Y 


vergoren | handen |Wihrend der} 8 und Y 
Girung 





























30 | 42,7 57,8 100,0 18,7 10,6 | 0,135 | 0,106 
45 | 63,6 36,4 57,8 46,9 5,2 | 0,111 | 0,091 
60 | 64,5 35,5 36,4 36,0 0,2 win 


Aus den Berechnungen geht hervor, daB die Garungs- 
geschwindigkeit im Glykogenversuch gréBer ist als im Glucose- 
versuch. Im Glykogenversuch werden namlich in 30 Minuten 
12,0cem CQ, aus einer maximalen Glucosemenge von 69,4 mg 
entwickelt. Im Glucoseversuch liefern dagegen in der gleichen 
Zeit 100 mg Glucose 10,6 ccm CO,. Die gréBere Garungs- 
geschwindigkeit im Glykogenversuch kann also nicht auf eine 
ungiinstigere Glucose-Konzentration im Glucoseversuch zuriick- 
gefiihrt werden. 

Entsprechende Veresterungsversuche mit Phosphat, und 
gwar Versuche zur getrennten enzymatischen Synthese von 
Zymo-Mono- und Zymo-Diphosphat, versprechen noch deut- 
lichere Resultate. 











Zur Kenntnis der Gallensdiuren. 


XIV. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck. 





Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1925.) 








Uber das Vorkommen von Desoxycholsdure (Choleinsaiure) 
in der verseiften Schafgalle. 


Von den tierischen Gallenfliissigkeiten ist am meisten und 
eingehendsten untersucht die Rindergalle, weil am bequemsten 
zuginglich. Von spezifischen (ungekuppelten) Gallensduren sind 
in der Rindergalle nach der Verseifung auBer Cholsiure und 
Desoxycholsiure (Choleinsiure): Lithocholsiure und Anthropo- 
desoxycholsaure}) aufgefunden worden. Die letztgenannte Ver- 
bindung, eine mit Desoxycholsiure isomere Dioxy-cholansiure, 
findet sich nach Wieland und Reverey (a. a. O.) auch in der 
verseiften menschlichen Galle und ist identisch mit der von 
Windaus, Bohne und Schwarzkopf?) aus Ginsegalle dar- 
gestellten Cheno-desoxycholsiure. AuBer den erwahnten vier 
Saiuren sind andere krystallisierte spezifische Gallensiuren 
der Rindergalle bis jetzt nicht beschrieben worden, dagegen 
hat Langheld’*) noch eine amorphe, glasige Saure in kleiner 
Menge aus Rindergalle isoliert. Uber die Natur dieser glasigen 
Saiure, die ein krystallisierendes Magnesiumsalz liefert, ist 
nichts Niheres bekannt, auch ist noch nicht festgestellt wordex, 
ob es sich um einen einheitlichen Kérper handelt. 

Die Gallen der anderen, zu unseren Haussiugetieren ge- 
hérenden Wiederkiuer: Ziege und Schaf sind bislang wenig 
erforscht worden. Von der Ziegengalle war bis vor kurzem 





1) Wieland u. Reverey, Diese Zs. Bd. 140, S. 186 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 140, S. 177 (1924). 
8) Chem. Ber. Bd. 41, S. 378 (1908). 
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nur bekannt, daB sie als spezifische Saure Cholsiure enthilt. 
Im Anschlu8 an die Untersuchung eines eigenartigen Kon- 
krementes aus dem Labmagen einer Ziege habe ich in der 
verseiften. Ziegengalle Desoxycholsiure (Choleinsdure) nach- 
gewiesen,') Ob auBerdem noch andere spezifische Siuren der ge- 
nannten Gallenart zukommen, dafiir haben sich zunichst Anhalts- 
punkte nicht ergeben; vermutlich wird sich in dieser Hinsicht auch 
nur bei Verarbeitung groSer Quantitéten der verhaltnismaBig 
schwer zuganglichen Ziegengalle eine Entscheidung treffen lassen. 

Von spezifischen Saéuren der Schafgalle ist, soweit meine 
Kenntnis des Schrifttums reicht, nur Cholsdure beschrieben 
worden. - Die alten Angaben von A. Strecker?) wonach die 
Schafgalle viel ,,choleinsaures Natrium“ neben verhdltnismabig 
wenig ,,cholsaurem Natrium“ enthalt, sind hier natiirlich nicht 
zu verwerten, denn zu Streckers Zeiten verstand man be- 
kanntlich unter Choleinsiure unsere heutige Taurocholsiaure, 
unter Cholsiure unsere Glykocholsiure. 

Die vorliegende Untersuchung befaBt sich mit dem Nach- 
weis der Desoxycholsiure in der verseiften Schafgalle. DaB 
auBer Cholsiure und Desoxycholsiure (Choleinsiure) noch 
andere spezifische Siuren in der Schafgalle sich werden fest- 
stellen lassen, liegt durchaus im Bereich der Méglichkeit, in- 
dessen diirfte auch hier nur die Verarbeitung grofer Galle- 
mengen zum Ziele fiihren. Vorerst kam es mir nur auf die 
Isolierung der Desoxycholsaure an. 

Der Gang der Untersuchung der Schafgalle gestaltete sich 
wie folgt: 560 g frischer Galle (entsprechend dem Inhalt von 
etwa 25 Blasen) wurden ohne vorherige Filtration oder Kli- 
rung mit 65 g KOH 12 Stunden in einem emaillierten Topf 
mit Deckel unter Ersatz des verdampfenden Wassers gekocht. 
Nach dem Erkalten wurde die Liésung von einem grauen, an- 
organischen Bodensatz durch Filtrieren getrennt und das 
Filtrat mit Salzsiure gefallt. Die harzige Fallung léste man, 
nach dem Durchkneten mit Wasser, in Ammoniak, verdiinnte 
die Lésung mit Wasser und versetzte sie mit einer reichlichen 


) Diese Zs. Bd. 145, S. 95 (1925); vgl. auch ibid., S. 1, 
*) A. Bd. 70, S. 179 (1849); vgl. auch ibid., S. 152 und 153, 
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Menge 10°/,iger Chlorbariumlésung. Der entstandene graue 
Niederschlag wurde abfiltriert (Filtrat 7), gewaschen, in Wasser 
aufgeschwemmt und die Aufschwemmung mit Salzsiure und 
Petrolather kraftig geschiittelt. Nur wenig blieb ungelést und 
die petrolitherische Lésung hinterlie8 nach freiwilliger Ver. 
dunstung einen reichlichen ungefairbten Riickstand, der un- 
scharf bei 56° schmolz und in der Hauptsache hodhere Fett- 
siuren neben Cholesterin enthielt. Das vom Petrolither nicht 
Aufgenommene behandelte man mit Sodalésung auf dem 
Dampfbad, fallte das Filtrat vom Bariumcarbonat mit Salz- 
siure und kochte die an der Luft getrocknete Fallung 5 Mi- 
nuten lang mit der fiinffachen Menge Hisessig. Es resultierte 
eine intensiv braungriin gefarbte Lésung, aus der sich bei langerem 
Stehen eine Krystallisation ausschied. Lufttrocken wog diese noch 
gefarbte Krystallisation nur etwa 1,5dg. Nach nochmaligem Um- 
krystallisieren aus wenig Hisessig wurden nicht ganz farblose Kry- 
stalle erhalten, die unscharf bei 142 bis 144° schmolzen, also aus 
noch nicht ganz reiner Acetocholeinséure (vgl. unten) bestanden. 

Das Filtrat / fallte man mit Salzsiure, léste die Fiallung 
in heiBem Aceton und lieB die Acetonlésung bis auf eine ge- 
ringe Menge Mutterlauge freiwillig verdunsten. Die so er- 
haltene Krystallisation wurde noch zweimal aus Aceton in 
derselben Weise umkrystallisiert. Die Menge der Krystalle 
(K) betrug danach etwa 20 g (lufttrocken gewogen). Die ver- 
einigten drei acetonischen Mutterlaugen hinterlieBen nach voll- 
stindigem Verdunsten eine braune, schmierige Masse, in der 
nur noch wenige Krystalle eingebettet waren. Nach Lésen 
des Riickstandes in Lauge entstand beim Versetzen der 
Lésung mit Chlorbarium eine schmierige Fiallung, die nicht 
weiter untersucht wurde. Auch die im Filtrat von dieser 
Fallung auf Zusatz von Salzsaéure erfolgende harzige Ausschei- 
dung ist nicht weiter geprift worden. 

Die Krystallisation K wurde nun in verdiinnter Natron- 
lauge geliést und die schwach braun gefirbte Lésung bei Gegen- 
wart von viel Ather mit Salzsiure angesauert. Beim kriftigen 
Schiitteln nahm der Ather nur wenig auf, die Hauptmenge 
(Fraktion R) blieb ungelést zuriick. Die &therische Liésung 
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‘sollte mit verdtinnter Natronlauge fraktioniert ausgezogen 
werden, auf Zusatz des ersten (unzureichenden) Quantums 
Natronlauge entstand aber beim Schiitteln eine Emulsion, die 
eine Trennung der Schichten im Scheidetrichter nicht mdglich 

- B machte. Es wurden deshalb nach Zugabe von Salzséure und 

- F% ciner weiteren Athermenge zwei Lisungen hergestellt, von 

- F) denen man die dtherische der freiwilligen Verdunstung iiber- 

t Be lies. (Man hitte also auch die urspriingliche Atherische 

1 [) Lésung, ohne erst den Versuch des Ausschiittelns mit Natron- 

- F® lauge zu machen, verdunsten lassen kénnen.) Der Verdunstungs- 

- [ rickstand wurde in verdiinnter Natronlauge geliést und die 

> EF Lésung mit Chlorbarium gefallt. Das Filtrat von der Fallung 

1 gab auf Zusatz von Salzsiure eine weiBe Ausscheidung (f), 

1 & die in die Verarbeitung der Fraktion R mit einbezogen wurde 

- Bi (s. unten). Die Bariumfallung setzte man mit Sodalésung 

auf dem Dampfbad um und sauerte das Filtrat vom Barium- 
carbonat mit Salzsiure stark an. Die so erhaltene weiBe 
Fallung wog lufttrocken etwa 2 g, sie wurde mit der fiinffachen 
Menge Hisessig 5 Minuten lang gekocht. Die kaum gefirbte 
Lésung schied beim Stehen eine weife Krystallisation aus, die 
| abgesaugt (Mutterlauge  s. unten), mit Hisessig gewaschen, 
| BF zwischen Filtrierpapier scharf abgepreBt und einen Tag an der 

Luft, hierauf 24 Stunden im Exsiccator iiber Schwefelsiure 

getrocknet wurde. Sie schmolz danach bei 142° (von 134° an 

schwaches Sintern). Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus 

' B wenig Eisessig und der gleichen Behandlung, wie eben be- 

| & schrieben, zeigte das Material im Schmelzréhrchen von 136° 

' B& an schwaches Sintern und lieferte bei 148—144° eine klare, 

; f von feinen Blaschen durchsetzte Schmelze. Nach 5—6tigiger 

' — Aufbewahrung im Schwefelsiureexsiccator wurde der Kérper 

analysiert: 
0,1062 g Substanz gaben 0,2662 g CO, und 0,0941 g H,O. 
Fir C,,H,.0, + C,H,0,: 
Ber. 68,97 °/, C 9,80, H 

. : Gef. 68,36 9,91 

‘Der Kohlenstoffgehalt blieb also um 0,6°/, hinter der 

| Theorie zuriick. Zum Vergleich wurde eine Probe von notori- 
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scher Acetocholeinsiure nochmals aus Kisessig umkrystallisier; 
und wie die Substanz aus Schafgalle behandelt. Das Ver. 
gleichspraparat schmolz danach ebenfalls bei 143—144° (von 
136° an schwaches Sintern) und auch der Mischschmelzpunkt 
lag bei der gleichen Temperatur. Bei der Analyse lieferte 
das 5—6 Tage im Exsiccator aufbewahrte Vergleichsmaterial 
denselben C-Wert wie die Saiure aus Schafgalle: 

0,1051 g Substanz gaben 0,2635 g CO, und 0,0908 g H,O. 

Fir C,,H,,0, + C,H,0,: 

Ber. 68,97 °/, C 9,80 °/, H 
Gef. 68,38 9,66 

Schon bei der Elementaranalyse der aus dem Labmagen- 
konkrement bzw. aus Ziegengalle dargestellten Acetocholein- 
siiure!) war mir aufgefallen, daB der theoretische Kohlenstot- 
wert nicht erreicht wurde. Bei beiden Priparaten, die ebenfalls 
24 Stunden an der Luft, dann etwa 5 Tage im Exsiccator ge- 
legen hatten, betrug die Differenz trotz sorgfaltigster Verbrennung 
— 0,4°/,. Von Carl Th. Mérner?) ist angegeben worden, dai 
man, um Acetocholeinsiure von der richtigen Zusammensetzung 
(1 Mol. Essigsiure auf 1 Mol. Desoxycholsdure) zu erhalten, nach 
dem Auskrystallisieren der Substanz aus Hisessig und Abpressen 
bei der zur Entfernung der Mutterlaugenessigsiure erforder- 
lichen Exsiccatorbehandlung die Zeitdauer von ungefahr 5 Tagen 
einhalten soll. Bei erheblicherer Abweichung hiervon kénne 
einerseits ein noch Mutterlaugenessigsiure enthaltendes Pri- 
parat, andererseits ein Priparat erhalten werden, das_ bereits 
in begonnenem molekularen Zerfall begriffen sei, Nach meinen 
Beobachtungen scheint die Zeit von 5—6 Tagen nicht immer 
zu geniigen, um eine von iiberschiissiger Essigséure ganzlich 
freie Acetocholeinsiure zu erhalten. 

Die oben (S. 221) erwihnte Mutterlauge M@ von der aus 
Schafgalle erhaltenen Acetocholeinsiure wurde unter dem Ab- 
zug bei Zimmertemperatur verdunstet, der Verdunstungsriickstand 
mit Petrolaither aufgenommen und auf dem Filter damit ge- 
waschen. Nach Abdunsten des Petrolithers bei gewohnlicher Tem- 


) Diese Zs. Bd. 145, 8.9 und 99 (1925). 
2) Diese Zs. Bd. 188, S. 188 (1924). 
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peratur hinterblieb eine kleine Menge einer weifen schmierigen 
Masse, die neben etwas Cholesterin héhere Fettsiuren enthielt. 

Zur weiteren Identifizierung des aus Schafgalle erhaltenen 
Acetocholeinséurepraparates wurde dieses von der Hssigsiure 
befreit und die so erhaltene Desoxycholsiure weiter gepriift. 
Um aus Acetocholeinséure die Essigsiure vollstandig zu ent- 
fernen, ist nach Wieland und Sorge?) tagelanges Trocknen 
im Hochvakuum bei 130° erforderlich. Man kann indessen 
auch die Essigsiure beseitigen, wie ich mich an einem Pri- 
parat von Acetocholeinsiure anderer Herkunft iberzeugte, 
wenn man die Hisessigverbindung wiederholt aus verdiinnter 
alkalischer Lisung mit Salzsiure umfallt und die Fallung 
schlieBlich aus Alkohol umkrystallisiert. Auf diese Weise 


i wurde aus meinem Praparat aus Schafgalle reine Desoxychol- 


siure gewonnen. Die aus Alkohol erhaltene Krystallisation 
wurde durch Trocknen bei 110—120° vom Alkchol befreit 
und die stark zusammengesinterte Masse nach dem Zerreiben 
noch kurze Zeit bei 125° weiter getrocknet. Der Schmelz- 
punkt lag danach bei 172° (nach vorhergehendem schwachen 
Sintern), das gleiche Verhalten zeigte eine Probe reiner Des- 
oxycholsiure anderer Provenienz, und nach Mischen dieser 
Probe mit dem Material aus Schafgalle trat keine Depression 
des Schmelzpunktes ein. Die Analyse der Desoxycholsiure aus 
Schafgalle lieferte mit der Theorie iibereinstimmende Werte: 

0,1066 g Substanz (bei 125° getrocknet) gaben 0,2859 g CO, und 


| 0,1001 g H,O. 


Fir C,,H,,0,: Ber. 73,41 %/, C 10,27 9/, H 
Gef. 73,15 10,50 

Die auf dem beschriebenen Wege aus Schafgalle isolierte 
Desoxychols’ure diirfte urspriinglich, d.h. in der verseiften 
Galle, nicht als solche, sondern — zum mindesten teilweise — 
in Form der Choleinsaure, also der Kombination: 8 Molekiile 
Desoxycholséure + 1 Molekil héherer Fettsiure vorgelegen 
haben. Dasselbe gilt nach Wieland und Sorge?) auch fir 





1) Diese Zs, Bd. 97, S. 16 (1916). 
*) Diese Zs. Bd. 97, S. 18 (1916). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVIII. 15 
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die Rindergalle und ist auch, wie ich friher hervorgehoben 
habe, fiir die Ziegengalle*) anzunehmen. 
Die auf S. 221 erwahnte Fraktion R wurde, nach dem 


Auswaschen und Trocknen, in Alkohol heiB gelést; die Lisung | 


schied beim Stehen die bekannten, durchsichtigen, tetraedri- 
schen Formen der Cholsiure aus. Nach dem Trocknen der 
Krystalle bei 125° lag der Schmelzpunkt bei 197—198°?) und 
die fir Cholséure charakteristische Myliussche Jodreaktion 


fiel positiv aus. Die Mutterlauge der Krystalle, in welcher FF 


auch die an der Luft getrocknete Fallung f (S. 221) gelist 
wurde, lieferte beim weiteren Stehen eine zweite Krystalli- 
sation, die nach dem Trocknen unscharf bei 193° schmolz und 


ebenfalls eine deutlich positive Jodreaktion gab. Das Filtrat FF 
von dieser Krystallisation hinterlie8 nach vollstandigem Ab. ie 
dunsten des Alkohols einen gefairbten, gréBtenteils krystallini- fj 


schen Riickstand, der in verdiinnter Natronlauge gelést wurde. 
Nach weiterem Verdiinnen mit Wasser gab die Lésung mit Chlor- 
barium eine geringfigige Fallung, der Riickstand enthielt also wohl 
noch etwas Desoxycholsiure bzw. andere durch BaCl, fallbare 


Saure. Das Filtrat von der Bariumfallung wurde mit Salzsaure ver- Fy : 
setzt, die ausgeschiedene Saure abgesaugt, gewaschen und an der 


Luft getrocknet. Sie war schwach gelbbraun gefirbt und gab 
zwar zogernd, aber doch deutlich positiv die Myliussche Reak- 


tion, bestand also wohl in der Hauptsache noch aus Cholsiure. F 


Was den Gehalt der verseiften Schafgalle an Cholsaure 


und Choleinsiure anbetrifft, so kann dieser, wie bei der Ziegen- § 


galle*), auf ungefahr 4°/, Cholsiure und 0,4°/, Choleinsaure 
veranschlagt werden, das Verhaltnis der letzteren Saure zur 
ersteren ist also etwa 1:10. Selbstverstiindlich besteht die 
Moéglichkeit, daB diese Relation sowohl, als auch die absoluten 
Mengen der beiden Sauren je nach Jahreszeit baw. Art der 
Fiitterung auch etwas andere sein kénnten. 

1) Diese Zs. Bd. 145, S. 100 (1925). 

*) Nach Mischen mit notorischer Cholsiure trat keine Depression 
des Schmelzpuuktes ein, ebensowenig war dies der Fall, wie hier noch 
nachgetragen werden soll, bei einer Mischung reiner Cholsiure mit dem 
aus Ziegengalle erhaitenen Priparat (Diese Zs. Bd. 145, S. 100 [1925)). 

5) Diese Zs, Bd. 145, S. 100 (3925). 
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Uber die Cheno-desoxy-cholsiure. II. 


Von 


A. Windaus und A. van Sechoor. 





(Aus dem Allgem. Chem. Universitatslaboratorium Géttingen,) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1925.) 


Im vorigen Jahre’) haben wir ein Isomeres der Desoxy- 
cholsture C,,H,,O, aus der Giansegalle dargestellt und als 
Cheno-desoxy-cholsiure bezeichnet; die neue Saure ent- 
hilt wie die Desoxy-cholsiure des Rindes (I) zwei sekundire 
Alkoholgruppen und wird wie diese durch Chromsaurelésung 
zu einer Dehydro-siure C,,H,,O, oxydiert. Die Cheno- 
dehydro-desoxy-cholsiure lat sich leicht nach Clem- 
mensen reduzieren und liefert dabei dieselbe Cholan- 
siure C,,H,,O, (Il), die auch aus den Rindergallensdéuren 


© erhalten worden ist. 


CH, CH, 
HO CH. 8,60 nCH.. 
| | C,,H, ,COOH | | C,,H,, COOH 
CH CH.. CH .wCH.. 





H,6 0—cH, a 


| HoHe si buon HO 8 Hs OH, 


Pd ‘ — 
i, Vi, ii, U8, 
I. Desoxy-cholsiure II. Cholansiure 
Die Desoxy-cholsiure und die Cheno-desoxy-cholsaiure sind 
also beide Dioxy-cholansa&uren und unterscheiden sich nur 


durch die Stellung der beiden Hydroxylgruppen voneinander. 





1) Diese Zs. Bd. 140, S. 167 (1924). 
15* 
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Bei der Oxydation mit heiBer Chromsiurelésung oder mit 
Kaliumpermanganat liefert die Cheno-dehydro-desoxy-cholsaure, 
allerdings in geringer Ausbeute, eine KetotricarbonsiureC,,H,,0,, 
die Cheno-desoxy-biliansiure, ein Isomeres der Desoxy. 
biliansiure (III) und der Iso-desoxy-biliansiure (IV): 


CH, DP 
HO 0H. H,G ‘UH.. 
ae | sH.,C00H | | | c,1,.000% 
CH Pg oe tg ; 
Hooe “UH, ie i 
HOOC HC CO HOOC HC bo 
SG, CH, HOO® CH, 
III. Desoxy-biliansiure IV. Iso-desoxy-biliansiure 


In der Cheno-desoxy-biliansiure la8t sich die CO-Gruppe 
leicht in die CH,-Gruppe verwandeln; die dabei gebildete 
Tricarbonsiure ist schon bekannt, sie ist identisch mit der 
Litho-biliansiure C,,H,.0, (V). 


CH, 
ye) 0 8 ceén 
én "ee ey 


HOOG O—CH, 
| | 
HOOC HC CH, 


“i, i, 


V. Litho-biliansiure 


Aus den mitgeteilten Befunden haben wir geschlossen, 
daB die eine Hydroxylgruppe der Cheno-desoxy-cholsiure 
am Kohlenstoffatom 2 oder 3 haften muB, und zwar haben § 
wir die Stellung 3 darum fiir wahrscheinlicher gehalten, weil 
diese auch in der Cholsiure, der Desoxy-cholsaure und 
der Litho-chols’ure durch Hydroxyl besetzt ist. Fir die 
zweite Hydroxylgruppe ist die Stellung am Kohlenstofi- 
atom 7 ausgeschlossen, weil dann die Cheno-desoxy-biliansiure 
mit der Desoxy-biliansiiure des Rindes identisch sein miifte; 
auch die Stellung am Kohlenstoffatom 6 oder 8 ist aus ver- 
schiedenen Griinden wenig wahrscheinlich. Kinen experimet- 
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tellen Befund tiber die Lage der zweiten Hydroxylgruppe 
‘haben wir seimerzeit nicht anzugeben vermocht, lediglich auf 
Grund eines Analogieschlusses ist uns die Stellung 13, an 


iwelcher sich in der Cholsiure (VI) eine Hydroxylgruppe be- 
‘ findet, wahrscheinlich erschienen, und wir haben die Formel VII 


fir die Cheno-desoxy-cholsiure in Betracht gezogen. 


CH, CH, 
Hone H.. HOS “UH. 


C,,H,,COOH C,oH,,COOH 


CH CH.. CH CH 
H,0° O<—oH, i eee 
| HOHC He (HOH HOHC Hd Gn, 
Vi, Vi, Ohi, UH, 
VI. Cholsiure VII. Cheno-desoxy-cholsiure (?) 


Um dieselbe Zeit, als wir diese Versuche durchfihrten, 
haben sich Wieland und Reverey’) mit der Menschengalle 
beschaftigt; sie haben daraus eine neue Desoxy-cholsiure, die 
_Anthropo-desoxy-cholsiure, gewonnen, die, wie ein Ver- 
gleich ergeben hat, mit der Cheno-desoxy-cholsaure iden- 


}tisch ist. Wahrend aber in der Ginsegalle die Cheno-desoxy- 


cholsiure bei weitem die Hauptmenge der Gallensiuren ausmacht, 
iiberwiegen in der Menschengalle Cholsiure und Desoxy-chol- 
siure und erschweren die Reindarstellung der Anthropo-desoxy- 
cholsiure auBerordentlich, Wieland und Reverey haben die 
Anthropo-desoxy-cholsiure noch durch eine Diformylverbindung 
charakterisiert und die wichtige Feststellung gemacht, daB die 
Dehydro-anthropo-desoxy-cholsaure sich bei der kata- 
lytischen Hydrierung in die Anthropo-desoxy-cholsiure zuriick- 


= verwandelt; sie folgern hieraus, daB keine der beiden Keto- 


gruppen dem Ringe II angehére und halten die Stellungen 3 
und 13 fir die beiden Hydroxylgruppen der Anthropo-desoxy- 
cholsiure am wahrscheinlichsten. | 
Immerhin bedarf diese Annahme weiterer Stiitzen. Wir 
haben darum, als wir nach einer langeren Pause wieder iiber 


| Gansegalle verfiigen konnten, die Untersuchung der Cheno- 





*) Diese Zs. Bd. 140, S. 186 (1924). 
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desoxy-cholsiiure neu aufgenommen und zu entscheiden ge. 
sucht, ob die Vermutung, daB die beiden Hydroxylgruppen ap 
den Kohlenstoffatomen 3 und 13 haften, zutreffe. 

Wie H. Wieland und L. Fukelman?) gefunden haben, 
scheint es ein Oxydationsmittel zu geben, daB die Cholsiure 
zuerst und hauptsichlich an der Stellung 13 angreift, das ist 
das unterbromigsaure Natrium. Aus der Cholsaure bildet sich 
hierbei die Biliobansiure, eine Triketo-dicarbonsaure von 
der Formel C,,H,,0, (VIII). 


oe 5 
HOH® OH.. HOOG CH.. 
l | O84COOH l C,.H,,COOH 
a CO CH.. 
fe er 
| 
wii ne Pcie OC HC CO 
OH, UH, Ua, WH, 
VI. Cholsiure VIII. Biliobansiure 


Als wir die Cheno-desoxy-cholsiure unter denselben Be- 
dingungen oxydierten, verlief die Reaktion formal in gam 
entsprechender Weise und fihrte zu einer schén krystallisierten 
Diketo-dicarbonsiure C,,H,,0,, die wir als Desoxy-bilioban- 
siure bezeichnen wollen; es ist uns wahrscheinlich, daB der 
Angriff des Oxydationsmittels hier an derselben Stelle an- 
gesetzt hat wie bei der Cholsiure, wir erteilen darum der 
Cheno-desoxy-biliobansaure vorliufig die Formel IX: 


HOOS CH. 


| 
oc O&.. 
H 6 Con, 


oh ih be, 
‘i, Vi, 


IX. Desoxy-biliobansiure 


Doch sind wir uns der Notwendigkeit bewuBt, die ange- 
nommene Struktur durch den weiteren Abbau ih eaabalt en, 


C,H, ,COOH 





1) Diese Zs. Bd. 180, S: 144 (1928). 
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und das um so mehr, als das Verhalten unseres Abbauproduktes 
mit der ihm erteilten Strukturformel in schlechter Uberein- 


istimmung steht.') Die Desoxy-biliobansiure soll ein 1,3-Cyclo- 
| hexandion-derivat sein; solche Stoffe sind Sauren, durch Natrium- 


hypobromit werden sie leicht oxydiert (Dihydro-resorcin selbst 
gu Glutarsfure und Chloroform) und durch Bariumhydroxyd 
aufgespalten; die Desoxy-biliobansiiure gibt keine dieser Re- 
aktionen, besonders auffallend ist ihre groBe Widerstands- 
fahigkeit gegen Oxydationsmittel. Leider ist es vorliufig nicht 
moglich, fiir dieses abnorme Verhalten eine bessere Erklirung 


‘gu geben als die von Wieland und Schlichting%), ,daB 


Gruppenreaktionen in dem groBen Molekiil des bearbeiteten 


Materials verwischt sind, da’ vor allem die Hiaufung von 


Carboxylen anderen im Molekiil stehenden Komplexen ihre 
sonst zur Diagnose dienenden Merkmale nimmt*, 
AuBer mit Natriumhypobromit haben wir die Cheno- 


desoxy-cholsiure bzw. ihr Dehydroderivat mit Salpeter- 


siure oxydiert. Wir hofften hierbei Ring I und III in der- 
selben Weise aufspalten zu kénnen, wie dies beim Ubergang 


| der Cholséure in Biloidansaéure (X) geschieht. 


CH, COOH 
HOHO OH.. ‘Ua.. 
| d C,,H, COOH j C,,>H,,COOH 
CH CH.. HOOC CH.. 


BP Gi 
HC “won, “Con, 
| | 
HOHC HC CHOH HOOC HC COOH 


spite 
i, WH, OH, Woox 
VI. Cholsiure X. Biloidansadure 


Dies ist uns indessen nicht gelungen; an Stelle der er- 
warteten Tetracarbonsiure C,,H,,0, erhielten wir bei der 
Oxydation mit Salpetersiure eine schén krystullisierte Dinitro- 
keto-tricarbonsiure C,,H,,0,,N,, tiber deren Konstitution 


wir noch keine Aussage machen mochten. 


od 


) Das gilt allerdings auch fiir die Biliobansiure, deren Kon- 
stitution nach Wieland und Fukelman in voller Klarheit erkannt ist. 
*) Diese Zs, Bd. 123, S. 215 (1922). 
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: Beschreibung der Versuche. 


Desoxy-biliobansaure. 


Zu einer Lésung von 5 g cheno-desoxy-cholsaurem Natrium 


in 100 com Wasser wurde eine Hypobromitlésung hinzugefiigt, |j 


die aus 2 ccm Brom, 6 g Kaliumhydroxyd und 60 ccm Wasser 


in der Kalte bereitet war. Nachdem das Reaktionsgemisch 


24 Stunden bei Zimmertemperatur gestanden hatte, wurde das 
iiberschiissige Hypobromit mit schwefliger Saure reduziert, 


dann wurde die Lésung mit etwa 50 ccm Essigester iiber- | 
schichtet, angesiuert und mehrmals mit Essigester ausgeschiittelt: | 


die erhaltene Essigesterlésung lieferte (nach dem Waschen, 
Trocknen und Verdampfen) die neue Saéure in Form. kleiner, 
rosettenférmig angeordneter Nadeln, die sich an der Glas- 
wandung absetzten; sie wurden mit Ather aufgeschlamnt, 
abfiltriert und aus Essigséure umkrystallisiert. Die reine 
Saure bildet glitzernde Blaittchen, die unter dem Mikroskop 
als sehr regelmaBig begrenzte Rauten erscheinen. Der Schmelz- 
punkt liegt bei 253°, die Ausbeute betragt 20°/, ganz reiner 
Séure und 10°/, weniger reiner Saure. 


3,142 mg Substanz gaben 7,892 mg CO,, 2,312 mg H,0. 
©C,,H3,.05. Ber. C 68,579), H 8,57°%, 
. Gef. ,, 68,52 » 8:28 
3,775 mg Substanz verbrauchten 0,197 ccm n/10-Kalilauge. 
C.4Hs.0, (zweibasisch) Aquivalentgewicht Ber, 210 Gef, 191. 


Der Cheno - desoxy - biliobansaure - dimethylester 
wurde aus der Siure mittels einer atherischen Diazomethan- 
lésung bereitet; er bildet lange Krystallnadeln und kann leicht 
aus Methylalkohol oder Petrolither umkrystallisiert werden. 
Er schmilzt bei 107° und destilliert unzersetzt im Hoch- 
vakuum. S 


8,192 mg Substanz gaben 8,100 mg CO,, 2,682 mg H,O. 


3,004 mg - » 1,680 mg CO,, 2,466 mg H,0. 
4,825 mg ie » 4,491 mg Agd. 
C.,H,,0, Ber. C 69,64°, H 8,93°/, OCH, 13,84°/, 


Gef. ,, 69,28 69,30 ,, 9,28 9,19 gs 48,75 
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Kinwirkung von Salpetersiure auf Cheno-dehydro- 
desoxy-cholsaure. 


Eine Loésung von 3 g Cheno-dehydro-desoxy-cholsiure in 

50 com Hisessig wurde mit 30 ccm Salpetersiure (1,36) ver- 

' setzt und sehr allmahlich auf 75° erwarmt. Nachdem die 
Hauptreaktion vorbei war, wurde das Ganze noch 1 Stunde 

| auf dem siedenden Wasserbad erhitzt; nach dem Erkalten 
wurden zu der Lésung 100 ccm Ather und so viel Wasser 
hinzugegeben, bis eine Trennung in 2 Schichten eintrat;: 
die Atherschicht wurde gut mit Wasser gewaschen und der 
Ather unter vermindertem Druck verdampft; das zuriickbleibende 
Ol wurde in wenig Hisessig gelést und die Lésung vorsichtig 
mit Wasser versetzt; hierbei schied sich die gebildete Dinitro- 
keto-tricarbonséure in farblosen Krystallen ab. Zur Analyse 
wurde die Siure mehrmals aus Essigsiure umkrystallisiert, bis 

sie beim raschen Erhitzen einen konstant bleibenden Zer- 
setzungspunkt von 222° erreicht hatte. 

Die neue Saure ist leicht léslich in Ather, Essigester und 
heiBem Alkohol und Eisessig; sie krystallisiert in regelmaBigen 
Sechsecken, Ausbeute nur 10°/, an ganz reinem Material. 

| 8,099 mg Substanz gaben 6,221 mg CO,, 1,885 mg H,0. 





3,569 mg . » 0,161 com N (21°, 748 mm). 
C,,H;,N,0,, Ber. © 54,75, H6,46% N 5,83%, 
Gef. ,, 54,78 » 6,81 »» 5,16 


5,09 mg Substanz verbrauchten 0,307 cem n/10-KOH. 
C,,H,,N,0,, (dreibasisch) Aquivalentgewicht Ber. 175 Gef. 166. 


a Der mit Diazomethan bereitete Trimethylester la8t sich 
n- § 248 Methylalkohol umkrystallisieren und bildet dann schéne 
nt @ Nadeln, die bei 156° schmelzen. 
% 8,018 mg Substanz gaben 6,812 mg CO,, 1,981 mg H,0. 
. 8,808 mg ms » 4,732 mg AgJ. 
C,;HyN,O, Ber. C 57,04, H 7,04%, OCH, 16,87% , 
Gef. ,, 57,16 1,86 » 16,44 














Untersuchungen tiber die Gallensduren. 
XXIII. Mitteilung. 
Weiteres tiber die Zusammensetzung der Galle des Menschen 
und des Rindes. Zur Konstitution der Anthropo-desoxycholsaure. 


Von 


Heinrich Wieland und Richard Jacobi, 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitit Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1925.) 





Bei der Fortsetzung der Untersuchung tiber die in der 
menschlichen Galle') enthaltenen Gallenséiuren sind wir jetzt 
auch der Lithocholsiure C,,H,,0O,, der 3-Oxy-cholansiure 
begegnet, so daB in jener Korperfliissigkeit nunmehr alle drei 
in der Rindergalle aufgefundenen Gallensiuren festgestellt 
sind. Die Rindergalle enthalt auBerordentlich wenig Lithochol- 
siure, schitzungsweise*) 2g in 100 kg, in der menschlichen 
Galle diirfte sich das Mehrfacke davon vorfinden, indessen 
kénnen wir keine exakten Angaben beziiglich der Menge 
machen, da die Isolierung recht schwierig ist. 

Herr G. zum Tobel*) hat die Anthropo-desoxycholsiure 
nach vielen Bemiihungen einwandfrei aus der Rindergalle 
herausgeholt, in der sie in einem noch ungiinstigeren Verhilt- 
nis als die Lithocholsiure enthalten ist. Die Abtrennung von 
ihr und von der sie hartnickig begleitenden Desoxycholsiure 
hat mehrere Mitarbeiter lange vergeblich beschaftigt. Die 
Methode, die schlieBlich zum Ziel gefiihrt hat, bestand in der 





1) Wieland u. Reverey, Diese Zs. Bd. 140, S. 186 (1924), 
*) Diese Zs. Bd. 110, 8. 124 (1920). 
8) Dissertation Freiburg 1925. 
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fraktionierten Trennung der in Ather gelésten Saiuren mit ver- 
dinnter Lauge und in mehrfach wiederholter Fallung der 
schwer léslichen Bariumsalze. 

Beim Ausschiitteln der in Ather gelésten Nebensdiuren der 
Rindergalle erhilt man nach Entfernung der Gallensduren eine 
Fraktion, in der die Fettsiuren der Galle angesammelt sind; 
die Ausziige reagieren gegen Phenolphthalein noch neutral. 
Uberschreitet man diesen Punkt, so wird von der Lauge lang- 
sam eine schwache Siure aufgenommen, deren Natriumsalz, 
in Wasser schwer léslich, nach eimiger Zeit auskrystallisiert; 
ihre Menge ist AuBerst gering. Nur bei der Verarbeitung von 
frischer Galle haben wir diese neue Siure stets mit Sicher- 
heit angetroffen. Sie zeigt eine intensive carminrote Farb- 
reaktion mit EKssigsiureanhydrid—Schwefelsiure. Der Reihe 
der bisher erforschten Gallensiuren scheint diese merkwiirdige 
neue Saure nicht anzugehéren. Dazu ist sie viel zu schwach 


| sauer. Das Ausbleiben einer Farbreaktion mit Hisenchlorid 


spricht auch gegen ihre Auffassung als Phenol. Da die Saiure 
gegen Chromtrioxyd in Kisessig bestandig ist, hat sie im Gegen- 
satz zu den iibrigen Gallensiuren auch keine sekundire Alkohol- 
gruppe. Wir kénnen uns bis jetzt keine Vorstellung von ihrer 
Konstitution machen; Herr v. Werder ist mit ihrer weiteren 
Untersuchung beschiftigt. 

Uber die Konstitution der Anthropo-desoxychol- 
siure C,,H,,0,, d.h. iiber die Stellung der beiden OH-Gruppen 
haben wir einige weitere Anhaltspunkte gewonnen. Windaus, 
Bohne und Schwarzkopf) haben gezeigt, daB die Keto- 


CH, CH, 
i, ba Cis n0H | 
hes 1 {Cote COOH P I. fae: "fost 0008 : 
HOOe %—oH, i, ~——n, 
bu du, HOGH: HO, GH, 
: H00C-Ca, Hi, NSE. a 





) Diese Zs. Bd. 140, S. 177 (1924). 
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tricarbonsaiure C,,H,,0,, die durch Oxydation ihrer mit Anthropo. 
desoxycholsiure identischen Cheno-desoxycholsiure entsteht, 
nach Clemmensen zu Lithobiliansi&ure (I), einer Tricarbon- 
siure C,,H,.O, reduziert werden kann. Die eine OH-Gruppe 
der Anthropo-desoxycholsiure steht daher im Ring I, aber es 
ist nicht entschieden, ob in 2 oder 3, wiewohl 3 an sich wahr- 
scheinlicher ist. 

Als wir die bereits beschriebene Dehydrosiure, so wie 
dies Borsche an anderen Ketosiuren der Gruppe ausgefiihrt 
hat, tiber ihr Mono-semicarbazon zur Mono-Ketosaure abbauen 
wollten, erhielten wir neben unbrauchbaren Reaktionsprodukten 
Lithocholsaure (If), die durch eine Nebenreaktion unter 
Reduktionswirkung eines Semicarbazonrestes entstanden sein 
mu, Ihr sicherer Nachweis legt fest, daB die eine Hydroxyl- 
gruppe in der Anthropo-desoxycholsiure am gleichen Kohlen- 
stoffatom (3) steht, wie in der Cholsiure, Desoxy- und Litho- 
cholsiure. 

Auch iiber den Standort des zweiten Hydroxyls kénnen 
wir eine Aussage machen. Durch vorsichtige Oxydation mit 
rauchender Salpetersiure gelang es, auBer Ring I noch einen 
zweiten Ring oxydativ aufzuspalten und, ganz analog wie von 
der Desoxycholsiure aus, zu einer Choloidansdure, einer 
Pentacarbonsaiure C,,H,,.0,, zu gelangen. Diese Anthropo- 
choloidansaure verliert beim Erhitzen iiber ihren Schmelz- 
punkt etwas mehr als 1 Mol CO, und geht dabei zum Teil 
in eine Tetracarbonsiure C,,H,,O, tiber. Es liegt demnach 
in der Pentacarbonsiure zweifellos eine Malonsiure vor. 
Ihre Bildung wird verstindlich, wenn wir die zweite OH-Gruppe 
der Anthropo-desoxycholsiure in den Ring III verlegen, und 
zwar kann die Haftstelle sowohl C,, wie C,, sein. In beiden 
Fallen kann Ring III (zwischen 12 und 18) durch Oxydation 
so gedfinet werden, daB 2 Carboxylgruppen entstehen. 

Auch eine Brenzsiure C,,H,,0, ist aus der Choloidan- 
siure erhalten worden, vielleicht ist es die Diketo-carbon- 
siure LV. 

Wenn wir in Formel III die Anthropo-desoxycholsaure 
mit der zweiten OH-Gruppe in 18 wiedergeben, so geschieht 
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Tetracarbonsiiure C,,H,,0, 
dies nur wegen der Analogie mit der Cholsiure, die an dieser 
Stelle ebenfalls gleichartig substituiert ist. In mehrfacher 
Hinsicht liegen aber die Verhiltnisse doch anders als dort. 
So ist in den bekannten Produkten des systematischen Abbaus 
der Cholsfure der Ring II nur zwischen 13 und 1 unter 


| Herausbildung einer Carbonylgruppe in 1 gedffnet worden 
| (Ciliansiure, Biliobansiure). Unsere Versuche, eine der Cilian- 


siure analoge Ketosiure im Abbau der Anthropo-desoxychol- 
siure aufzufinden, waren bisher vergeblich. Auf der anderen 
Seite ist im Laufe dieser Untersuchungen schon mehrfach 
darauf hingewiesen worden, wie stark die Reaktionsverhiltnisse 
durch scheinbar geringfiigige Unterschiede in der Substitution 
verschoben worden, ein Umstand, der auch fir das unter- 
schiedliche physiologische Verhalten der Vertreter der Gesamt- 
gruppe nicht belanglos erscheint. Vorliufig hat die Bevor- 
zugung von C,, gegentiber C,, als Haftstelle der zweiten 
OH-Gruppe lediglich die Stiitze eines Analogieschlusses. 

An sich kénnte das zweite Hydroxyl auch an C, gebunden sein; 
die Aufsprengung von Ring I zwischen 8 und 4, von Ring II zwischen 


6 und 7 wiirde auch zu einer Choloidansiure mit Malonsiurecharakter 
fiihren: 
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CH, CHOH HOOC COOH CH, CH, 
Desoxycholsiure 


Da wir von der Desoxycholsiure (B) aus niemals auch nur eine An- 
deutung fiir das Auftreten der Anthropo-choloidansaure erhalten haben, 
scheint uns die Formel A fiir Anthropo-desoxycholsiure nicht wahr- 
scheinlich zu sein.. Auch spricht das Ergebnis der Brenzreaktion dagegen. 


Isolierung der Lithocholsaure aus Menschengalle 
(G. Reverey und R. Jacobi). 


Die Lithocholsiure unterscheidet sich von den andern 
natiirlich vorkommenden Gallenséuren durch die geringe Lis- 
lichkeit ihrer Alkalisalze und ihres NH,-Salzes in Wasser. 
In Begleitung der anderen Gallensiuren verliert sie jedoch 
diese Eigenschaft; in deren Alkalisalzen sind die ihren, wie 
auch die Alkaliseifen, léslich (Choleinsiureprinzip).. Die Lés- 
lichkeit der freien Si&ure in organischen Lésungsmitteln ist 
gréBer als die von Cholsiure und Desoxycholsiure; sie bringt 
die Lithocholsiure in die Nahe der Anthropo-desoxycholsiure. 
Da sie wie diese ein schwer lésliches Bariumsalz bildet, so 
muB sie bei der Aufarbeitung der Bestandteile der Menschen- 
galle mit ihr vergesellschaftet sein. Wir haben sie an mehreren 
Stellen des Ganges der Verarbeitung entdeckt, beschreiben 
aber hier nur ihre Isolierung aus dem Fundort, der am meisten 
davon lieferte. Dies waren die alkoholischen Mutterlaugen, 
aus denen die rohe Anthropo-desoxycholsiure als Natriumsalz 
auskrystallisiert war.!) Man dampfte den Alkohol ab, siuerte 
den Salzriickstand unter Ather an und trennte nun die Litho- 
cholsiure von Desoxy- und Anthropo-desoxycholséure durch 
sorgfaltiges fraktioniertes Ausschiitteln mit n/5-Natronlauge. 
Die ersten Salzlésungen blieben klar, die spateren triibten sich, 
oft erst nach einigem Stehen. Alle triiben Lésungen wurden 





1) Vel. dazu XXI. Mitt. Diese Zs. Bd. 140, S. 195 (1924). 
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vereinigt und nochmals unter Ather mit Salzsiure angesiuert. 
Jetzt geniigte wenig Lauge, um in der ersten Fraktion die 
noch vorhandenen stiirkeren Séiuren wegzunehmen, was nach- 


f folgte, gab schwer. lésliches Natriumsalz. Es wurden aus ihm 


noch Reste von Fettsiuren weggenommen, indem man unter 
Petrolither heftig schiittelnd sauer machte. Die jetzt nicht 
- gelésten Gallensiuren wurden in heiBem verdiinnten Ammoniak 
gelést, beim Erkalten schied sich Ammoniumlithocholat in fein 
verteilter, jedoch deutlich krystalliner Beschaffenheit aus. Das 
Salz muBte abzentrifugiert werden. Die aus ihm freigemachte 
Saure lieferte nach scharfem Trocknen ein gut krystallisiertes 
Natriumsalz, als man ihre konzentrierte alkoholische Lésung 
mit einem geringen Uberschu8 von Athylat aufkochte. Nun- 
mehr war die Reinigung so weit fortgeschritten, daB die isolierte 
und getrocknete Saiure beim UbergieBen mit Essigester direkt 
krystallisierte. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus dem- 
selben Lésungsmittel wurde der Schmelzp. 184—185° erreicht. 

Analyse von G.Lunde. 8,805 mg Substanz gaben 10,680 mg CO,, 
3,675 mg H,O. 

CHO, Ber. C 76,54 H 10,71 
Gef. ,, 16,55 » 10,81 

Bei mehreren Priparaten, die aus anderen Stadien der 
Verarbeitung isoliert wurden, hat man die Identitéit durch 
Mischschmelzprobe mit einem Kontrollpraparat von reiner 
Lithocholsiure festgestellt. In dem beschriebenen Fall sind 
aus 20 Liter Leichengalle 0,6 g Lithocholsaure isoliert worden, 
ein Mehrfaches davon diirfte aber der Ausbringung entgangen sein. 


Isolierung der Anthropo-desoxycholsaure aus Rinder- 
galle (G. zum Tobel\. 


Nach miihevollen Vorarbeiten, tiber die in den Disser- 
tationen von P. Weyland}, E. Ribot?) S. Michael*) Bericht 
niedergelegt ist, gelang die Reindarstellung der Siure, nachdem 
die viel leichtere Prozedur bei der Menschengalle zum Ziel 
gefihrt hatte und so ihre Kigenschaften bekannt geworden 

1) Miinchen (U.) 1920. 


*) Miinchen (T. H.) 1922. 
*) Freiburg 1928. 
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waren. Wir kénnen hier den Gang der Methode nicht in alley 
Hinzelheiten wiedergeben, miissen uns vielmehr der Raum. 
ersparnis wegen auf das Grundsitzliche beschrinken. Aus den 
rohen trockenen Gallensiuren, wie man sie durch Verseifung 
von frischer Rindergalle erhalt, wird zuerst die Hauptmenge 
der Cholsiure entfernt, indem man die Rohsiduren einige Tage 
lang unter der gleichen Menge Alkohol stehen laBt. Das 
alkoholische Filtrat wurde nach Zugabe eines kleinen Uber. 
schusses von starker Natronlauge auf dem Wasserbad ein- 
gedampft, der alkoholfreie Riickstand wurde in Wasser aui- 
genommen und unter viel Ather mit verdiinnter Salzsaure nach 


und nach ausgefallt; durch haufiges kraftiges Schiitteln sucht f 


man méglichst viel von der ausgeschiedenen Séure in den 
Ather zu bringen. Schmierige dunkle Anteile bleiben ungelist. 
Man trennt die schwach saure wiBrige Phase und den Ather 
ab, lést die im Scheidetrichter zuriickgehaltene Schmiere in 


der ndtigen Menge verdiinnten Ammoniaks und wiederholt die § 
beschriebene Operation nach Zugabe von frischem Ather. Die & 


vereinigten Atherlésungen werden eingeengt, zur Entfernung von 
Farbstoff zweimal mit Salzsiure (1:3) durchgeschiittelt; dann 
dampft man auf ein kleines Volumen ein und liBt 24 Stunden 
lang zur Krystallisation stehen. Es scheiden sich reichliche 
Mengen von Choleinsiure aus. Das Atherfiltrat, in dem 
die gesamte Anthropo-desoxycholsiure enthalten ist, wird nun 
wieder mit Ather verdiinnt, dann zieht man die Siurelésung 
in Fraktionen mit n/2-NaOH aus, so wie dies auf S. 236 ge- 
schildert ist. 

Die weitere Behandlung ist gleich wie bei den Neben- 
siuren der Menschengalle*), aber die Fallung der Bariumsalze 
ungleich schwieriger als dort. Die Kunst besteht darin, neben 
den vielen schmierigen Bariumsalzfaillungen Krystallisationen 
zu erhalten, die die Gegenwart von Anthropo-desoxycholsiure 
andeuten. Man verwendet stark ammoniakalische Lésungen in 
der Siedehitze und fiigt die BaCl,-Lésung ganz allmahlich zu; 
von dunklen schmierigen Fallungen wird abgegossen. Was 





1) Diese Zs. Bd. 140, S. 192 ff. (1924). 
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man an krystallisierten Bariumsalzen bei einem gréBeren Ansatz 
erhalten hat, kocht man mit Sodalésung um, hierauf sduert 
man wieder unter Ather an und zieht die Atherlésung noch- 
mals in Anteilen aus, die wiederum unter den gleichen 
Bedingungen wie oben mit BaCl, ausgefallt werden. In 
diesem Stadium gliickte es, in einer Fraktion den feinschuppigen, 
flimmernden Niederschlag des anthropo-desoxycholsauren Bariums 
gu erhalten. Die daraus freigemachten Siuren wurden, scharf 
getrocknet, in absolutem Alkohol in der Siedehitze mit Natrium- 
ithylatlésung neutralisiert, es kam zu einer Krystallisation von 


? Natriumsalz, die trotz ihrer mikroskopischen Hinheitlichkeit 


noch Desoxycholat enthielt und erst durch Krystallisation aus 
wenig absolutem Methylalkohol geringe Mengen des reinen 
anthropo-desoxycholsauren Salzes einbrachte. Die daraus iso- 
lierte und getrocknete Siure kam aus wenig Essigester beim 
Erkalten in der charakteristischen gallertigen Form der 
Anthropo-desoxycholsiure vom Schmelzp. 108°. 


3,500, 4,145 mg Substanz gaben 9,400, 11,175 mg CO,, 3,215, 
3,855 mg H,O. 


C,H, 0, (392) Ber. © 178,43 H 10,27 
Gef. ,, 73,23 78,49  ,, 10,27 10,38 
Farbreaktion und Eigenschaften wie dort. 0,5 g wurden 
nach der Vorschrift von Wieland und Reverey zur Dehydro- 
siure oxydiert; von dieser wurde der Athylester dargestellt, 
der bei 183° schmolz. 


8,600, 3,765 mg Substanz gaben 9,875, 10,860mg CO,, 38,140, 
3,245 mg H,0. 

CogHioO, (416) Ber. C 74,96 H 9,68 

Gef. ,, 74,68 75,04 ,, 9,76 9,78 

Die Dehydrosiure vom Schmelzp. 154—155° lieferte, wie 
auch ein Praparat aus Anthropo-desoxycholsiure von mensch- 
licher Galle, bei der Elementaranalyse immer etwa 2°/, C zu 
wenig, bis sich ergab, da8 sie Krystallwasser enthalt, das im 
Hochvakuum bei 130° weggeht (R. Jacobi). 


0,1285 g Substanz gaben 0,5489 g CO,, 0,1079 g H,0. 
C,.H,,0, (888) Ber. C 74,18 H 9,34 

Gef. ,, 74,08 » 9,40 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLYVIII. 16 
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Die Menge der in der Rindergalle enthaltenen Anthropo- 
desoxycholsiure ist unserer Schitzung nach noch geringer als 
die der Lithocholsiure. Wir kénnen allerdings keine genauen 
Angaben machen, da wir vielfach Material von der technischen 
Verarbeitung der Rindergalle (C. H. Boehringer Sohn, Nieder- 
Ingelheim a. Rh.) benutzt haben. In frischer Galle finden wir 
einen héheren Gehalt an Nebensiuren und wir haben in den 
letzten Monaten 150 Liter Rindergalle verarbeitet, aus denen 
wir die vorne erwahnte eigenartige Nebensaure isolieren wollen. 
Hierbei werden sich auch sicherere Unterlagen iiber den Ge- 
halt der Galle an den einzelnen Sauren ergeben als bisher. 


Uberfiihrung der Anthropo-desoxycholsaure in Litho- 
cholsaure. 


1 g Dehydro-anthropo-desoxycholséure (Schmelzp. 156° 
wurde in 20 ccm Alkohol gelést und mit der Lésung von 0,5 ¢ 
Semicarbazid-chlorhydrat und 0,5 g Natriumacetat 15 Stunden 
lang auf dem Wasserbad erhitzt. Dann dampfte man den 
Alkohol zum gré8ten Teil ab und fallte aus der Liésung das 
Semicarbazon mit heiBem Wasser, saugte ab und léste das 
Produkt zweimal aus Alkohol um. Nicht krystalline, im Mi- 
kroskop traubenférmige Aggregate vom unscharfen Schmelz- 
punkt gegen 200° Ausbeute 0,8—0,9 g. Nach der Stickstoff- 
bestimmung (13,05°/, N anstatt 9,43°/, N fiir das Mono-seni- 
carbazon) waren etwa 60°/, des Praparates Mono-, der Rest 
Di-semicarbazon; vielleicht ist auch Semicarbazidsalz des (sauren) 
Mono-semicarbazons in dem Produkt enthalten. Da uns nur 
sein Ubergang in Lithocholsiure interessierte, sind wir der 
weiteren Reinigung nicht nachgegangen. 

Zur Spaltung wurden je 0,4 g Semicarbazon mit der Lisung 
von 0,4 g Na in 9ccm absolutem Alkohol 8 Stunden lang im Ein- 
schluBrohr auf 180° erhitzt. Das abgeschiedene Natriumsalz 
wurde abgesaugt und in heiBem Wasser gelést. Aus der fil- 
trierten und erkalteten Lésung, aus der sich Natrium-lithocholat 
sehr fein verteilt ausgeschieden hat, fallt man die Sauren mit 
Salzsiure, trocknet sie scharf im Vakuum und fiihrt die Lithochol- 
siure, wie auf S. 237 beschrieben, mit Na-ithylat erneut in ihr 
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(krystallisiertes) Natriumsalz tiber. Die aus ihm freigemachte 
Siure krystallisiert, gut getrocknet, aus Essigester und zeigt 
den Schmelzp. 176°. Um eine gelbe Verunreinigung zu ent- 


Hfernen, wurde die Saiure nochmals iiber ihr Natriumsalz in 


Ather gebracht und in 4 Fraktionen mit n/10-NaOH heraus- 
geschiittelt. Die Sauren von 2, 3 und 4 blieben aus ihren 
Atherlésungen nach langsamem Verdunsten des Athers krystal- 
lisiert zurtick und wurden beim Digerieren mit wenig kaltem 


‘Essigester farblos. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 


diesem Lésungsmittel wurde der Schmelzp. 184° erreicht. 
3,732, 8,782 mg Substanz gaben 10,370, 10,620 mg CO,, 3,455, 


3,645 mg H,0. 


CoH 0s Ber. C 76,45 H 10,71 
Gef. ,, 76,00 76,58 ,, 10,40 10,78 
Um ganz sicher zu gehen, haben wir nach dem Vorgang 
von Wieland und Weyland eine kleine Menge der gewon- 
nenen Lithocholsaéure im Vakuum destilliert. Nach zweimaligem 
Umkrystallisieren aus 80-proc. Alkohol wurde der Schmelzp. 147° 
erreicht. Eine aus reiner Lithocholsiure auf gleiche Weise 
bereitete Cholensaiure schmolz bei 149°. Das Gemisch der 


beiden Praparate hielt den Schmelzp. 148° (Schmelzpunkt 
‘der Cholenséure nach Wieland und Weyland 153°) 


Anthropo-choloidansaure C,,H,,0,,. 


a) aus der Dehydrosiure. 0,5 g der Saure werden 
langsam in 2 ccm gekiihlte gelbe rauchende Salpetersiure ein- 
getragen. Ist dies geschehen, laBt man die Reaktion nach 
Aufhebung der Kihlung in Gang kommen, wobei die Tem- 
peratur von 40° nicht iiberschritten werde. SchlieBlich erwarmt 
man noch einige Minuten auf diese Temperatur; es haben sich 
dann meist schon Krystalle der neuen Saure ausgeschieden, 
deren Menge sich tiber Nacht vermehrt. Man saugt ab, wascht 
mit Salpetersiure, dann mit Wasser und krystallisiert das bei 


202° schmelzende Rohprodukt aus Hisessig um. Schmelzpunkt 
212—213° Ausbeute 0,2 g. 


b) aus Anthropo-desoxycholsaure. 1g wird wie unter 


a) unter Wasserkiihlung in 5 ccm Salpetersiure (D. 1,5) ein- 
16* 
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getragen, die Lisung bleibt etwa 20 Minuten lang bei Wasser. 
kiihlung (15°) stehen, wird dann weiter wie beschrieben de, 
Reaktion tiberlassen. Man erwirmt noch eine Zeit lang ay 
40°, bis die Entwicklung von héheren Stickstoffoxyden nach. 
gelassen hat, versetzt unter Kiihlung mit 4 ccm Wasser und 
saugt die schon vorher zum gréBten Teil in Krystallen heran;. 
gekommene Siure ab, die man zuerst aus Hisessig, dann au; 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 213° (unter f 
Aufschiumen). Ausbeute 0,3—0,4 g. 


8,735 mg Substanz gaben 8,115 mg CO,, 2,450 mg H,0. 


Cy,H4.0,. (484) Ber. C 59,48 H 7,49 
Gef. ,, 59,25 1,84 ; 
Titration. 0,0806 g Substanz verbrauchten 8,28 ccm n/10-Na0H. & 
Aquivalent (48+) Ber. 97 Gef. 97 


Die Saure bildet feine, zu Biischeln geordnete Nadeln, 
sie ist in EKisessig, auch in der Hitze, schwer léslich, bedeutend Ff 
leichter in Alkohol, sehr schwer in Wasser. Das Bariumsal: & 


ist in der Siedehitze schwer, in der Kialte leicht in Wasser ‘ 
léslich. 


Tetracarbonsaure C,,H,,0,. 


0,1776 g Anthropo-choloidansiure wurde unter Stickstofi 
auf den Schmelzpunkt erhitzt und '/, Stunde lang bei 212' 


gehalten. Das abgespaltene Kohlendioxyd wurde in vorgelegtem & ° 


Barytwasser aufgefangen und zu 12,6°/, bestimmt, wahrend 
sich fiir 1 Mol CO, 9,1°/, berechnet. Die braune Schmelze 
wurde nach dem Erkalten in Ather aufgenommen, die Ather- 
lésung schiittelte man in Fraktionen mit n/10-NaOH aus. Die 
ersten 4 ccm enthielten im wesentlichen die Tetracarbonsiure, 
die mit Salzsiure ausgefallt und aus 40-proc. Essigsaiure um- 
krystallisiert wurde. Ausbeute 30°/,. Der Schmelzpunkt lie! 
sich auf 219—220° bringen. Derbe sechsseitige Krystalle. 
8,925 mg Substanz gaben 9,010 mg CQO,, 3,045 mg H,O. 
CysH,.0, (440) Ber. © 62,70 H 8,24 
Gef. ,, 62,62 » 8,68 
Titration. 0,0480 mg Substanz verbrauchten 3,80 com n/10-Na0H. 
Aquivalent (442) Ber. 110 : ~Gef. 118 








er 


ler § 


uu 
ch. 
nd 
Us: 
sus 
ter 


)H. 


Untersuchungen iiber die Gallensiuren. XXIII. 243 


Brenz-anthropo-choloidansaure C,,H,,0,. 


Neben der CO,-Abspaltung, bei der die Tetracarbonsaure 
entsteht, erfahrt die Choloidansiiure eine davon unabhingige 
Umwandlung, bei der sich 2 CO, und 2.H,O abspalten und eine 
gesittigte Saure C,,H,.O, gebildet wird; sie ist noch nicht 
genauer untersucht. 

0,45 g Anthropo-choloidansiure wurde im Hochvakuum 


bei einer Temperatur von tiber 300° destilliert. Gewichts- 
Jabnahme 33°/,, fir 2CO, + 2H,O ber. 26,8°/,. Das Destillat 


wurde, mit Ather angerieben, langsam zur Krystallisation ge- 
bracht. Das Produkt erreichte nach zweimaligem Umkrystal- 
lisieren aus 40-proc. Essigsiure den Schmelzp. 142°. In den 


S meisten organischen Liésungsmitteln ist diese Saure leicht 
Plislich, in Eisessig ist sie gegen Permanganat einige Zeit 


resistent. 
3,832 mg Substanz gaben 10,335 mg CO,, 3,185 mg H,O. 
C,.H3,9, (860) Ber. C 73,33 H 8,88 


Gef. ,, 73,51 9 9,15 


Anthropo-isocholoidansaure (?). 


Die Mutterlaugen von der Oxydation der Anthropo-desoxycholsiiure 
mit rauchender Salpetersiure wurden im Vakuum zur Trockne verdampft, 


| der Riickstand wurde in Ather aufgenommen und in 7 Fraktionen mit 


n/10-NaOQH ausgeschiittelt. Die erste und letzte Fraktion gaben eine 
élige Ausscheidung, wihrend aus den iibrigen mit verdiinnter Salzsaiure 
eine amorphe traubenférmige Substanz gefallt wurde. Nach dem Ab- 
saugen und Trocknen wurde sie in Ather aufgenommen und durch vor- 
sichtigen Zusatz von Petrolither zur krystallinischen Abscheidung ge- 
bracht. Verfilzte, zu Rosetten gruppierte Nadeln. Schmelzp, 198 bis 
199° (unter Zersetzung). Die krystallisierte Séure lést sich ziemlich 


| schwer in Ather. Sie ist in Alkohol, Eisessig, Essigester leicht léslich, 


auch in heiBem Wasser ziemlich leicht; diese Lisung erstarrt beim Er- 
kalten zu einer Gallerte. 

4,025, 8,646 mg Substanz gaben 8,830, 7,950mg CO,, 2,825, 
2,585 mg H,O. 

C.,Hy.0,, Ber. C 59,48 H 7,49 

Gef. ,, 59,88 59,46 » 1,85 7,75 

Die Saure ist noch nicht niher untersucht. Es ist wahrscheinlich, 
da8 in ihr die isomere Choloidansiure vorliegt, in der Ring I (wie bei 
der Isobiliansiiure) zwischen C, und C, geéffnet ist. 
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Diformyl-anthropo-desoxycholsaure. 


Dieses Derivat ist. in der mebrfach zitierten Abhandlung 
ohne Angabe von Analysen beschrieben. Wir erw&hnen noch, 
daB die krystallisierte Verbindung nur aus reinem Ausgangs. 
material zu erhalten ist. 


8,895 mg Substanz (bei 100° im Hochvakuum zur Konstanz ge. 
trocknet) gaben 9,920 mg CO,, 3,190 mg H,O. 


CygH yO, (448) Ber. C 69,64 H 8,93 
Gef. ,, 69,40 916 


Die Mikroanalysen dieser Arbeit (nach Pregl) hat Fri, | | 
E. Thaler ausgefihrt. 

















Methylierung von Diketopiperazinen und Piperazinen. 
Von 


Emil Abderhalden und Richard Haas. 


(Aus dem physiologischen Institut der Umiversitaét Halle a. S.) 
(Ausgefihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Juli 1925.) 





Reduktions- und Oxydationsversuche, sowie direkte Iso- 
lierungsversuche nebst Anwendung von Farbreaktionen haben 
der Annahme, da8 im Eiwei®molekiil Diketopiperazinringe bzw. 
Atomgruppierungen vorkommen, aus denen diese leicht ent- 
stehen kénnen, einen hohen Grad von Wahrscheinlichkeit ge- 
geben. Es gilt nun noch weiteres Material zu liefern und 
| Methoden ausfindig zu machen, die die Ausbeuten an den ein- 
zelnen Produkten erhéhen. Was die Ergebnisse der Reduktions- 
versuche anbetrifit, so muB in Riicksicht gezogen werden, daB 
bei Anwendung reiner Diketopiperazine im besten Falle 20°/, 
| Ausbeute erzielt werden. Zumeist bleibt sie unter diesem 
Werte. Vorlaufig haben die Bemiihungen, sie zu erhdéhen, 
keinen wesentlichen Erfolg gehabt. Bei Anwendung von Natrium 
als Reduktionsmittel ist eine Aufspaltung von Diketopiperazinen 
unvermeidlich. Andere Reduktionsmethoden erwiesen sich als 
nicht erfolgreich. Die Bemihungen nach dieser Richtung werden 
fortgesetzt. Bessere Ergebnisse zeitigen die Oxydationsversuche, 
iiber deren Ergebnisse demniachst berichtet werden soll. Als 
weiteren Weg zur Sicherstellung von Diketopiperazinringen im 
KiweiB haben wir den folgenden Weg eingeschlagen: In Di- 
ketopiperazine sollen Methylgruppeneingefihrt werden 
und zwar, wenn immer mdglich, an der NH- und an 
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der Carbonylgruppe. Die methylierten Produkte  solley 
dann reduziert und eventuell oxydiert werden. Zum Vergleich 
sollen die entsprechenden Piperazine methyliert werden. Auf 
Grund der gemachten Erfahrungen beabsichtigen wir ent- 
sprechende Versuche mit KiweiB und Peptonen durchzufiihren, 
d. h. diese zu methylieren und dann den Versuch durchzufihren, 
unter geeigneten Bedingungen methylierte Derivate zu isolieren 
und zu identifizieren, d.h. festzustellen, ob N-Methyl- oder 
O-Methylgruppen auftreten oder beide Arten. Die vorliegende 
Untersuchung ist als Vorarbeit fiir die erwahnte, bereits in 
Angriff genommene Forschung aufzufassen. 

Dargestellt haben wir N,N’-Dimethylpiperazin aus 
Piperazin und Methyljodid, N, N’-Tetramethylpiperazinium- 
dijodid aus N, N’-Dimethylpiperazin und Methyljodid. An beide 
Verbindungen haben wir Jod angelagert. Zur Methylierung 
wurde ferner Dimethylsulfat verwendet.') Endlich haben wir 
aus Glycinanhydrid mit Hilfe von Dimethylsulfat Sarkosin- 
anhydrid*) gewonnen und dieses zum N,N’-Dimethy|- 
piperazin reduziert. 


Darstellung von N,N’-Dimethylpiperazin aus Piperazin und 
CH,- CHy 

Methyljodid, CH,-N N-CH,. 

ethyijodia, 3 Che oan Hs 


2,9 g Piperazin — zu diesem und den folgenden Versuchen 
wurde Piperazin-Schering verwandt, das ungefahr 60°/, Wasser 





*) Anmerkung: Methylierung von Piperazinen ist mehrfach dureb- 
gefiihrt worden. So hat A. Ladenburg (Chem. Ber. Bd. 24, S. 2401 
(1891)] N-Dimethylpiperazin aus Piperazin und methylschwefelsaurem 
Kali gewonnen. Albr. Schmidt u. G. Wichmann [Chem. Ber. Bd. 24, 
S. 8287 (1891)] berichten iiber Dimethylpiperazinchlorhydrat. (Schmelz- 
punkt 247—258°, freie Base 153—158°). Vel. hierzu auch L. Knorr, 
H. Hérlein u. P. Roth, Chem, Ber. Bd. 88, §. 8187 (1905). Vel. iiber 
tetraalkylierte Piperazine D. Strémholm, Chem. Ber. Bd. 36, S. 143 
(1903); L. Knorr [Chem. Ber. Bd. 37, S. 3507 (1904)] berichtet ‘ber 
N-Dimethylpiperazindijodmethylat. 

*) Vgl. hierzu P. Karrer, A. Grinacher u. A. Schlosser, 
Helv. chim. acta Bd. 5, S. 189 (1922). Diese Forscher haben aus Glycin- 
anhydridsilber und Methyljodid Sarkosinanhydrid gewonnen. 
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enthalt, doch sind die Zahlenangaben stets auf wasserfreies 
Piperazin berechnet —- werden in 40 ccm Methylalkohol gelést 
und mit 7,1 g (= 2 Mol) Methyljodid 1 Stunde am gut wirkenden 


P Rickflubkiihler auf dem Wasserbad gekocht. Dabei scheidet 


sich schon in der Warme das schon krystalline N, N’-Dimethyl- 
piperazindijodhydrat zum Teil ab. Beim Erkalten fallt noch 
mehr aus, und durch Kinengen der Mutterlauge kénnen weitere 


/Mengen gewonnen werden. 


Ausbeute 4 g bei der ersten Krystallisation = 40°/, d. Th. 

3,5 g aus der Mutterlauge mi OO. 4 bs 
insgesamt: 75°/, d. Th. 

Das N, N’-Dimethylpiperazindijodhydrat ist in Alkohol 
maBig, in Wasser leicht léslich. In anderen organischen Sol- 
venzien ist es unléslich. 

Analyse (i. V. bei 110° getrocknet): 

Angew.: 35,70 mg Substanz verbrauchen 1,96 ccm n/10-Siure = 
7,719, N (Kjeldahl). 

Angew.: 41,00 mg Substanz verbrauchen 2,2 ccm n/10-AgNO, = 
68,10% J (Volhard). 

Fir C,H,,N.°2 HJ (Mol 370,02) —_ Ber. 7,57°/, N 68,60 °/, J 

Gof 7,11 m10  , 








N, N’-Tetramethylpiperaziniumdijodid aus N, N’-Dimethyl- 
piperazin und Methyljodid, 
CH CH,-CH, On. 
CHE SN NC . NCO NLC 
CH,-CH, 


2¢N, ita actiamasiammaniinasia werden in 50 ccm 
warmem Methylalkohol gelést und dazu 2 g Methyljodid ge- 


| geben. Nach zweistiindigem Kochen am RiickfluB ist die 


Reaktion beendet. Beim Erkalten scheidet sich ein Teil des 
quartiren Salzes ab. Durch Einengen der Mutterlauge wird 
weiteres erhalten. Ausbeute 1,8 g = 84°/, d. Th. 

Leicht léslich in Wasser, weniger leicht in Alkohol, in 
sonstigen Lisungsmitteln unléslich. Zersetzungsp. 278°. Bei 
der thermischen Zersetzung tritt Zerfall in N, N’-Dimethyl- 
piperazin und Jodmethyl ein. | 

Analyse (i. V. bei 110°): 

Angew.: 48,0 mg Substanz verbrauchen 2,42 cem n/10-Siure = 

7,06°/, N (Kjeldahl). 
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Angew.: 57,3 mg Substanz gaben 2,88 cem n/10-AgNO, = 63,72", | 
(Volhard). 


Fiir C,H,,NoJp (Mol 398,06) Ber. 7,04°/, N 68,77°), J 
Gef. 7,06 _,, 68,72 


Sowohl das tertiire wie auch das quartire Salz sind, he. 
sonders im nicht ganz trockenen Zustand, unbestindig, da all. 
mahlich Zersetzung unter Jodabscheidung eintritt. | 


Jodanlagerung an N’,N’-Dimethylpiperazindijodhydrat und ap 
N’, N’-Tetramethylpiperaziniumdijodid. 

80,75 mg Tetramethylpiperaziniumdijodid werden in 10 ccm 
Wasser geliést. Durch Zugabe von 12 ccm n/10-Jodlésung 
wird die tief graubraun gefarbte Anlagerungsverbindung gefillt. 
Durch Zentrifugieren wird die Fallung abgetrennt und in der 
abgegossenen F'lissigkeit das tiberschiissige Jod mit n/10-Thio. 
gulfatlésung zuriicktitriert, wozu in diesem Fall 3,90 ccm be. 
notigt werden. 

80,75 mg Substanz verbrauchen also 8,1 ccm n/10-Jod = 127,3°/, J. 

Fir C,H,,NJ_ + 23, ~—~— C,HyNiJ,-2J, Ber. 127,5°/, J 

Der Gleichgewichtscharakter dieser Reaktion liBt sich sehr 
schén zeigen, wenn unter sonst gleichen Bedingungen, wie oben, 
weniger Jodlésung vorgelegt wird. 


Angew.: 38,46 mg quartiires Salz vorgelegt 4,0 cem n/10-Jodlésung 
zur Riicktitration verbrauchen 0,45 ccm n/10/Thiosulfat 3,55 cem n/10-J 
oS 117,2 %, J 

Derselbe Versuch mit dem tertiiren Salz ausgefiihrt, zeigt 
dessen gréBere Neigung zum Zerfall in die Komponenten. 

24,87 mg Substanz gaben 5 cem n/10-Jodlésung zuriicktitriert 
2,54 ccm = 125,5°/, J. 

50,45 me Substanz gaben 12 ccm n/10-Jodlésung zuriicktitriert 6,85 cem 
= 129,6%, J 


Fir O,H,.N,-2 HJ + 2J, <2 O,H,.N.-2HJ-2J, Ber. 187,2°/, J 


Methylierung von Piperazin mit Dimethylsulfat. 


2 g Piperazin werden in 20 ccm Wasser und 34,8 ccm 
(= 3Mol) 2n-Natronlauge gelést. Dazu werden allmihlich 
17,8 g (= 4 Mol) Dimethylsulfat gegeben, wobei darauf zu achten 
ist, daB die Temperatur 40° nicht ibersteigt. In wenigen 
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Minuten hat sich alles Dimethylsulfat gelist. Nun wird zur 
Zerstorung des iberschiissigen Dimethylsulfats kurze Zeit ge- 
kocht. Nach Zusatz von 3 ccm konz, Salzsiure (1,19) wird 


| die methylierte Base in der Kilte mit Quecksilberchlorid ge- 


fallt. Der zuerst voluminés ausfallende Niederschlag setzt sich 
nach kurzem Schiitteln schén krystallin ab, so daB sich der 
Endpunkt der Fallung leicht erkennen 148t. Der Niederschlag 
wird abgesaugt, mit etwas Salzsiure enthaltendem Wasser und 
dann mit wenig Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Die Verbindung ist in kaltem Wasser ziemlich schwer, in 
heiBem Wasser leichter lislich. 


Analyse: 

Angew.: 119,39 mg Substanz verbrauchen 2,60 ccm n/10-Siaure = 
3,04°/, N (Kjeldahl). 

68,80 mg Substanz verbrauchen 1,40 cem n/10-Siure = 2,85°/, N 
(Kjeldahl). 

43,04 mg Substanz verbrauchen 31,30 mg HgS = 62,69°/, Hg. 

2,75 eem n/10-AgNO, = 22,66°/, Cl (Volhard). 

Fir C,H,,N,°3 HgCl, (Mol 958,7) 


Ber. 2,92°/, N 62,779), Hg 22,199, Cl 
Gef. 3,04, 62,69 ,, 22,66 
2,85 ” st ”? ss ” 


Wird die Fallung der Base mit Quecksilberchlorid ohne 
Zusatz von Salzsiure ausgefiihrt, so ist sie weniger vollstandig 
und der Niederschlag hat eine andere Zusammensetzung. 


Analyse (i. V.): 
Angew.: 185,30 mg Substanz verbrauchen 4,85 cem n/10-Saéure = 
3,67°/) N (Kjeldahl). 
79,50 mg Substanz verbrauchen 6,10 ccm n/10-AgNO, = 27,21°/, Cl 
(Volhard). 
Fir C,H,,N,Cl,-2HgCl, (Mol 758,12) Ber. 3,70°/, N  28,06%/, Cl 
Glas: | Sas 


Es sei bemerkt, daB bei den beiden angegebenen Arten 
der Fallung Niederschlige beobachtet wurden, deren Zusammen- 
setzung zwischen den beiden angegebenen Formeln lag, woraus 
sich ergibt, daB die Quecksilberchloridsalze zur Analyse einer 
methylierten Piperazinbase nicht bekannter Zusammensetzung 
ungeeignet sind. 
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Das Piperazin selbst gibt bei der Fallung mit itber. 
schiissiger Quecksilberchloridlésung einen sehr voluminisep 
Niederschlag folgender Zusammensetzung. 


Analyse: 


Angew.: 0,2480 g Substanz verbrauchen 8,14 ecm n/10-Siure = 
4,60°/, (Kjeldahl). 

Angew.: 0,2170 g Substanz verbrauchen 13,90 cem n/10-AgNO, = = 
22,71°/, Cl (Volhard). 

Fir C,H,,N,-2 HgCl, (Mol 629,12) Ber. 4,45%, N __22,55°/, Cl 

Gef. 4,60 ,, 22,71, 

Darstellung des N,N’-Tetramethylpiperaziniumdichlorids aus 

den Quecksilberchloridverbindungen. 


Die Quecksilberchloridverbindung der methylierten Base 
wird in heiBem Wasser gelést oder auch nur suspendiert und 
das Quecksilber durch Schwefelwasserstoff als Sulfid abgeschieden. 
Das Filtrat wird auf dem Wasserbad bis zur beginnenden 
Krystallisation eingeengt. Zur Entfernung der noch anhaften- 
den freien Salzsiure wird mit Alkohol gewaschen und dann 
das schon vollkommen reine N, N’-Tetramethylpiperaziniun- 
dichlorid im Vakuum getrocknet. 

Zersetzungsp. 276°. Leicht léslich in Tames, schwer 
léslich in Alkohol, unléslich in den meisten anderen organischen 
Solvenzien. 

Analyse: 


Angew.: 35,63 mg Substanz verbrauchen 3,30 ccm n/10- -Saure = . 
12,97°/, N (Kjeldahl). 
Angew.: 81,82 mg Substanz verbrauchen 7,55 cem n/10-AgNO, = 
32,92°/, Cl (Volhard). 
Fir C,H,,N,Cl, (Mol 215,14) —_ Ber. 32,97°/, Cl 13,02°/, N 
Gef. 32,92 ,, a47 


Darstellung von N,N’-Tetramethylpiperaziniumsulfat. 


0,25 g N,N’-Tetramethylpiperaziniumdichlorid werden in 
15 com Wasser gelést und mit 0,4 g Silbersulfat kurze Zeit 
stark geschiittelt. Vom gebildeten Chlorsilber wird abfiltriert 
und im Filtrat das tiberschiissige Silber durch Schwefelwasser- 
stoff entfernt. Das Filtrat vom Silbersulfid wird auf dem 
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Wasserbad eingedampft, der Riickstand mit Alkohol gewaschen 
und im Vakuum bei 110° getrocknet. 
Krystalliner Kérper, etwas hygroskopisch; in Wasser leicht 
léslich, in Alkohol nahezu unléslich. 
Analyse: 
5,64 mg Substanz gaben 0,56 ccm N (bei 21°, 749B = 11,36 °/, N 


(Dumas). 
28,85 mg Substanz gaben 22,90 mg BaSO, = 13,19 °/, S. 


Fir C,H,.N,-SO, (240,28) Ber. 11,669, N 18,849, S 
Gef. 11,36 13,19 
Um zu beweisen, da8 die Methylierung des Piperazins 
mit Jodmethyl oder mit Dimethylsulfat zu den gleichen Kérpern 


- fihrt, wurde das oben beschriebene N,N’-Tetramethylpiper- 


aziniumdijodid mittels Silbersulfats in das entsprechende Suifat 
iibergefiihrt. Dabei zeigte sich, daB das N,N’-Tetramethyl- 
piperaziniumsulfat anscheinend in mehreren Formen auftreten 
kann, die sich durch Schmelzpunkt und Krystallform unter- 
scheiden. Doch sind diese Unterschiede nicht von der Art 
des Methylierungsmittels, Methyljodid oder Dimethylsulfat, ab- 
hangig, da zwei Priparate des Sulfats gewonnen werden konnten, 
von denen das eine aus N,N’-Tetramethylpiperaziniumdichlorid, 
das andere aus dem Dijodid hergestellt war, die gleichen 
Schmelzpunkt (230°), Mischschmelzpunkt ohne Depression und, 
soweit ohne nihere krystallographische Untersuchung nach- 
weisbar, gleiche Krystallform zeigten. 


N-N’-Tetramethylpiperaziniumhydroxyd. 

0,15 g Tetramethylpiperaziniumsulfat werden in 5 ccm 
CO,-freiem Wasser geliést und dazu eine Lisung von 0,197 g 
reinstem Baryt in 15 com Wasser gegeben. Vom Bariumsulfat 
wird abfiltriert und sofort im Vakuum eingeengt. Der krystalline 
Riickstand wird im Vakuum tiber Posphorpentoxyd getrocknet. 

Sehr leicht léslich in Wasser, sehr schwer léslich in 
Alkohol; hygroskopisch. Zersetzungspunkt 175° ohne vorher 
zu schmelzen. 
: Analyse: 

2,65 mg Substanz gaben 0,358 cem N bei 21°, 751B = 15,50°/, N 
(Dumas). 
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1,673 mg Substanz gaben 1,87 mg H,O u. 3,2 mg CO, = 12,519, H 
u. 58,49 °/, C. 


Fir C,H,,N,0, (178,24) Ber. 58,89°, C 12,44°%, H  15,72°/, N 
Gef, 53,49 12,51 15,50 


Methylierung von Glycinanhydrid mit Dimethylsulfat in 
waBriger Lésung zu Sarkosinanhydrid: 
CH, -CO. 
CH, Cee »N-CH,. 

Zu einer Lésung von 1,14 g Glycinanhydrid und 1,7 ¢ 
Natriumbicarbonat in kaltem Wasser werden unter mibBiger 
Kiihlung und dauerndem Schiitteln allmahlich 2,5 g Dimethyl. 
sulfat zugegeben. Nach Beendigung der Keaktion wird bei 
méglichst niederer Temperatur im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft. Der Riickstand wird mit heiBem Essigester ausgezogen 
und die Lésung fraktioniert krystallisiert. Durch mehrfaches 
Wiederholen der fraktionierten Krystallisation kann so reines 
Sarkosinanhydrid in allerdings nur geringer Menge (0,04 g) 
isoliert werden. Die schlechte Ausbeute erklart sich aus der 
Schwierigkeit der Abtrennung des sicherlich in gréBerer Menge 
entstandenen Sarkosinanhydrids von den Beimengungen (methy)- 
schwefelsaures Na). Schmelzp. 145°. 

Analyse i. V.: 


' 4,32 mg Substanz gaben 0,752 cem N bei 20°, 745B = 19,88°/, N 
Fiir C,H,,.N.O, (142,10) Ber. 19,70°/, N. 


Reduktion des Sarkosinanhydrids mit Natrium und Alkohol 
zu N,N’-Dimethylpiperazin. 
a Ny. 
CH, got mt N-OH,. 

Das, wie oben angegeben, mit Dimethylsulfat methylierte 
Glycinanhydrid wird nach dem Eindampfen zur Trockne in 
100 cem absolutem Alkohol aufgenommen und mit 5 g in kleine 
Wiirfel zerschnittenem Natrium am RiickfluBkibler reduziert. 
Darauf wird mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt, ein 
Teil des Alkohols abdestilliert und dann die Base mit Wasser- 
dampf in einer verdtinnte Salzsiure enthaltende Vorlage iiber- 
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getrieben. Das salzsaure Destillat wird im Vakuum zur Trockne 
verdampft, der Riickstand aus wenig Alkohol unter Zusatz von 
etwas Tierkohle umkrystallisiert. So werden 0,085 g N,N’- 
ee cee erhalten. 

Analyse (i. V.): 


6,45 mg Substanz gaben 0,86 ccm N bei 21°, 743 B. 


40,3 mg »  verbrauchten 4,35 cem n/10-AgNO, (Volhard) 
Fiir C,H,,N,-2HCl (187,07) Ber. 14,989, N 37,91 %/, Cl 
Gef. 15,27 38,28 

Die Reduktion des reinen Sarkosinanhydrids (dargestellt 
nus Sarkosin durch laingeres Erhitzen auf 200—215°) ergab 
Mei der Reduktion eine Ausbeute von 26°/, N,N’-Dimethyl- 
piperazin. Daraus laBt sich indirekt die Ausbeute der Methy- 
lierung des Glycinanhydrids zu 18°/, berechnen. 








Weitere Studien tiber die Struktur der Proteine. : 
Anhydridbildung aus Di- und Tripeptiden. Reduktion § 
von Gelatine. { 
Von 
Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 
[ Ausgefiilyt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a, 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Juli 1925.) 





Der Fesistellung einer bestimmten Struktur der ver. 
schiedenartigen EiweiBstoffe.stehen deshalb so auBerordentlich 
groBe Schwierigkeiten gegentiber, weil man bei jeder Form 
des Eingriffes mit der Méglichkeit einer sekundiren Un- 
lagerung rechnen mu. Das ist der Grund, weshalb wir uns 
nicht damit begniigt haben, mit einer einzigen Methode der 
Vorstellung nachzugehen, daB im EiweiB auBer der siureamid- 


artigen Verkniipfung von Aminoséiuren in Gestalt von Poly-@ . 


peptidketten noch andere Strukturméglichkeiten vorhanden 
sind. Wegleitend war der Befund von Diketopiperazinen und 
vor allem von solchen, die noch mit einer weiteren Aminosaure 
verkniipft sind, nach erfolgter Aufspaltung von Proteinen. Nu 
laBt sich bei jeder Form des Abbaues von EiweiBstoffen der 
Einwand der sekundiren Bildung von Anhydridringen erheben, 
weil in der Tat aus Dipeptiden, die intermediar entstehen 
kénnen, sehr leicht Diketopiperazine hervorgehen. Es sind 
deshalb im hiesigen Institut weitere Methoden in Anwendung 
gekommen. Als Grundlage diente der vergleichende Ver- 
such tiber das Verhalten von Dipeptiden und den ent- 
sprechenden Diketopiperazinen gegeniiber bestimmten Kin- 
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*} somit einen weiteren Wahrscheinlichkeitsbeweis fir die Anhy- 
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© criffen. Es haben neuverdings Stefan Goldschmidt und Chri- 


stian Steigerwald’) den gleichen Weg eingeschlagen — aller- 
dings unter volistéindiger Ignorierung der aus dem hiesigen In- 
stitut hervorgegangenen, bereits seit einiger Zeit vorliegenden 


= Untersuchungen — und in vergleichenden Versuchen Dipeptide 


und Diketopiperazine mit Hypobromit behandelt und zugleich 


© das Verbalten von EiweiBkérpern geprift. Sie kommen zum 


SchluB, daB die Wahrscheinlichkeit auBerordentlich groB sei, 
daB im EiweiB Diketopiperazine vorhanden seien. Sie erbringen 


dridstruktur der Proteine. 

Hervorgehoben sei, da niemals ein Zweifel dariiber ge- 
lassen worden ist, daB bei der auBerordentlich leichten Um- 
lagerung durchaus die Méglichkeit besteht, daB im EiweiB 
tautomere Formen des Diketopiperazinrings vorhanden und 
selbstverstindlich auch andere Ringsysteme nicht ausgeschlossen 


s sind. In dieser Richtung sind die Arbeiten von Karrer und 
» Bergmann von gréBter Bedeutung. Es ist ganz gut denkbar, 


daB in bestimmten Proteinarten stabilere Ringsysteme vor- 
handen sind und in anderen labilere. Mit einer solchen Vor- 
stellung wiirde sich das verschiedehe Verhalten der einzelnen Pro- 
teinarten gut decken. So besteht die Méglichkeit, daB in den 
sogenannten Proteinoiden (Keratinarten, Seidenfibroin, Gelatine 
usw.) Diketopiperazinringe vorgebildet sind, wahrend in jenen 
KiweiBkérpern, die unmittelbar am Zellstoffwechsel beteiligt 
sind, Strukturen vorkommen, die dem ganzen labilen Bau der 
betreffenden EiweiBarten das entsprechende Geprige geben. — 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Anton Schaffner?) haben 
darauf hingewiesen, daB die Diketopiperazine bei jener Reaktion, 
wie sie im Magen-Darmkanal anzutreffen ist, nur schwer auf- 
gespalten werden. Wir kiénnen hinzufiigen, da8 die Aufspaltbar- 
keit der erwihnten Ringsysteme auBerordentlich stark von der 
Art der an ihrem Aufbau beteiligten Aminosiuren abhingig 
ist. Es ist méglich, daB die auBerordentlich schwere Angreifbar- 
keit vieler Proteinoide durch die Verdauungssafte darauf beruht, 





) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1346 (1925). 
*) Chem, Ber. Bd. 58, S. 1356 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVIII. 17 
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daB in jenen KiweiBstoffen eine weitgehende Stabilisierung 
unter Bildung von Diketopiperazinringen eingetreten ist, waihrend 
die verdaulichen Proteine vielleicht jene Ringsysteme in anderer 
Form enthalten, oder aber in ihrer Struktur prinzipiell anders 
geartet sind. Was die Deutung der Ergebnisse von Abban- | 
versuchen von Diketopiperazinen mittels Fermenten bzw. Ver. 
dauungssiften anbetrifft, so darf nicht auBer acht gelassen 
werden, daB die Méglichkeit einer leichteren Aufspaltbarkcit 
besteht, wenn die erwahnten Verbindungen mit weiteren Gruppen 
besetzt sind. Wir sind mit derartigen Studien beschiftigt, wie 
denn iiberhaupt das Problem des Verhaltens von Anhydrid- 
ringen im Magen-Darmkanal und auch in den Geweben weiter 
verfolgt wird. | 

Bei der Priifung der sekundaren Bildung von Diketo. 
piperazinen aus Dipeptiden haben wir unter anderem auch 
Glycerin verwendet. MaBSgebend fiir derartige Versuche war 
nicht nur das Bestreben, die Bedingungen, unter denen die 
Ringbildung sich vollzieht, kennenzulernen, vielmehr verfolgten 
wir gleichzeitig rein praktische Zwecke, und zwar wiinsch- 
ten wir eine Methode ausfindig zu machen, die in mig- 
lichst guter Ausbeute aus Dipeptiden die entsprechenden 
Diketopiperazine liefert, weil wir zu vergleichenden Unter- 
suchungen iiber das Verhalten der erwahnten Verbindungen 
gegeniiber verschiedenen Eingriffen eines groBen Materials be- 
diirfen. Bei allen derartigen Untersuchungen zeigte es sich, 
daB verschiedenartige Dipeptide sich ganz verschieden ver- 
halten. So ergab Leucyl-glycin beim Erhitzen in Glycerin 
ganz glatt in befriedigender Ausbeute das entsprechende An- 
hydrid, wihrend zum Beispiel Glycyl-tyrosin eine schlechtere 
Ausbeute lieferte. Besonders interessant ist die Beobachtung, 
daB beim Erhitzen eines Tripeptids — z. B. Leucyl- 
glycyl-leucin — die Bildung eines Anhydrids erfolgt, 
ohne daB es zur Abspaltung einer Aminosaure kommt. 
Das erhaltene Produkt zeigt die Higenschafien eines sub- 
stituierten Diketopiperazins. Aller Wahrscheinlichkeit nach 
ist die Verbindung Leucyl-(glycyl-leucinanhydrid) entstanden. 
Wir sind mit der Aufklarung der Struktur dieser Verbindung 
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peschaftigt. Ferner sind Untersuchungen der gleichen Art 
mit weiteren Polypeptiden im Gange. Bestitigt sich die er- 
wahnte Struktur, dann ist die Méglichkeit geschaffen, die im 
hiesigen Institut beim stufenweisen Abbau von Proteinen ge- 
wonnenen Anhydride, an deren Aufbau mehr als zwei Amino- 
siuren beteiligt sind, in ihrer Struktur endgiiltig aufzuklaren. 
Ferner kommen wir in den Besitz von Modellen, die uns ge- 
statten, den Einflu8 von Substitutionen innerhalb des Diketo- 
piperazinrings auf dessen Kigenschaften und insbesondere auf 
dessen Aufspaltbarkeit zu studieren. Weiterhin haben wir den 
Versuch unternommen, und zwar angeregt durch die Versuche 
von Maillard’), Diketopiperazine mit Aminosiuren zu kon- 
densieren und zwar vermittelst Glycerins. Uber die Ergebnisse 
soll demniachst berichtet werden. Uber Versuche,:die in der 
gleichen Richtung liegen, berichtet Kaito Shibata.”) Shibata 
hat ferner KiweiBkérper mit Glycerin erhitzt und dabei Diketo- 
piperazine erhalten. In seiner vorliufigen Mitteilung fehlt 
einstweilen noch der Beweis des Vorhandenseins der erwaihnten 


: Verbindungen, indem eine Reindarstellung derselben noch nicht 


durchgefihrt ist. Shibata glaubt, daB die Anwendung von 
Glycerin jede sekundire Umlagerung ausschlieBe und somit 
seinen Befunden eine ganz besondere Bedeutung fiir die Auf- 
klarung der Struktur der Proteine zukomme. Der von uns 
gefiihrte Nachweis, der iibrigens schon langere Zeit zuriick- 


= liegt, wonach beim Erhitzen von Dipeptiden in Glyzerin ganz 


glatt Diketopiperazine entstehen, zeigt, daB die Ansicht von 


Shibata unzutreffend ist. 
Um einen weiteren Einblick in die Struktur von Pro- 


| teinen bestimmter Art zu erhalten, haben wir uns nach solchen 


umgesehen, die ohne vorausgehende Hydrolyse sich 


| reduzieren lassen. Einerseits haben wir EiweiBstoffe dar- 


gestellt, die in Alkohol léslich sind und andererseits Proteine 
verwendet, die sich leicht in feinste Pulverform verwandeln 


| lassen. Es sei zunaichst tiber Erfahrungen berichtet, die wir 





1) Vgl. L. ©. Maillard, A. ch. [9] Bd. 2, 8. 210 (1914); Chem. Zbl. 
1915, Il, 8. 72. 


*) K. Shibata, Acta phytochemica Bd. 2, S. 39 (1925). 
17* 
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bei der Reduktion von fein verteilter Gelatine gewonnen 
haben. In reinem Zustande isoliert wurde ein Piperazin, das 
ohne Zweifel durch Reduktion eines Diketopiperazins, be- 
stehend aus den Bausteinen Glykokoll und Oxyprolin 
hervorgegangen war. Wir haben von dieser Verbindung das 
Phenylisocyanatderivat analysiert und ferner den O-Me. [ 
thylather. Die letztere Verbindung hatten wir hergestellt, 
um die angenommene Oxygruppe sicherzustellen. Weiterhin 
gelang es, ein Produkt zu gewinnen, dessen Muttersubstanz 
Prolin und Leucin in anhydridartiger Kombination ent- 
halten hatte. : 
Es 1a8t sich bei der groBen Leichtigkeit, mit der Kiweib. 
abbaustufen Ringschliisse eingehen, nicht a priori mit voller 
Sicherheit ‘-behaupten, daB die zwei erwahnten Produkte in 
der Gelatine in Form der entsprechenden Diketopiperazine 
vorgebildet sind. Es ist denkbar, daB aus den entsprechenden 
Dipeptiden: Glycyl-oxyprolin und Leucyl-prolin zunachst die 


zugehérigen Diketopiperazine entstanden sind, die dann ihrer- Fj 


seits zu den von uns nachgewiesenen Piperazinen reduziert 
wurden. Gegen eine solche Annahme spricht die Beobachtung, 
daB Dipeptide — unter genau den gleichen Bedingungen re- 
duziert — ein anderes Verhalten zeigen.') Wir konnten bei ff 
der Reduktion von Polypeptiden bis jetzt in keinem Falle die Ff 
Bildung von Piperazinen nachweisen, dagegen erhielten wir Ff 
regelmaiBig solche, wenn wir von Diketopiperazinen ausgingen. 
Es spricht somit einstweilen mehr daftir, daB der von uns 
erhobene Befund im Sinne des Vorkommens von Diketo- 
piperazinringen in der Gelatine zu deuten ist, wobei selbst- 
verstindlich die Méglichkeit offen bleibt, daB tautomere Formen 


in der genuinen Gelatine vorhanden sind, aus der sekundir 


durch Umlagerung der Diketopiperazinring hervorgegangen sein f 
kann. Aus diesem Grunde sprechen wir ganz allgemein von 
einer Anhydridstruktur der Proteine. Wir méchten ausdriicklich 
hervorheben, da8 wir uns in keinem Augenblick mit den bis- § 





!) Vgl. Emil Abderhalden u. Ernst Schwab, Diese Zs. Bd. 139, 
S. 68 (1924); Bd, 143, S. 290 (1925). : 
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herigen Feststellungen zufrieden gegeben haben, vielmehr der 
Ansicht sind, daB noch ein sehr groBes Material erforderlich 
ist, um ein abschlieBendes Urteil iiber die Struktur der ver- 
schiedenartigen Proteine abgeben zu kénnen. Wir sind mit 
zablreichen Untersuchungen, die das gleiche Ziel verfolgen, 
beschiftigt. 

Hingewiesen sei noch auf die interessanten Feststellungen 
von Paul Pfeiffer und Olga Angern’) tiber Molekiilverbin- 
dungen von Aminosduren mit Diketopiperazinen. 


Experimenteller Teil. 


Die Gelatine wurde gereinigt, indem wir sie aus der warm 
gesattigten waBrigen Lésung mit Alkohol fallten; die Substanz 
wurde dann getrocknet und fein pulverisiert. Zur Reduktion 
kamen jeweils 5 g, die mit 10 g Natriumwiirfelchen im Kolben 
gemischt und mit Alkohol (Athyl- und Amylalkohol) iber- 
gossen wurden. Bei der Reduktion entwichen groBe Mengen 
Ammoniak. Die vereinigten reduzierten alkoholischen Lésungen 
wurden, wie iiblich, aufgearbeitet. Nach Neutralisation mit 
konz. Salzsiure wurde vom Kochsalz abfiltriert und der Al- 
kohol abdestilliert. Die eingeengte wiBrige Lésung wurde mit 
Natronlauge iiberalkalisiert und mit Chloroform und Ather er- 
schépfend ausgeschiittelt; diesen Ausziigen wurden die redu- 
zierten Basen mit verdiinnter Salzsiure entzogen. Die waBrige 
salzsaure Liésung. wurde zur Trockne verdampft, wobei ein 
brauner, zaher Sirup hinterblieb. Die Substanz wurde durch 
nochmaliges Erhitzen der waiBrigen Lésung mit Tierkohle ge- 
reinigt. Zur Trennung in einzelne Fraktionen wandten wir 
Phenylisocyanat an.”) Die Substanz wurde in einer Stépsel- 
flasche mit Natriumbicarbonat und Phenylisocyanat, das in 
Anteilen von je 0,5 g in atherischer Lésung zugegeben wurde, 
jedesmal bis zum Verschwinden des Cyanatsgeruchs mechanisch 
geschiittelt. Das Kupplungsprodukt mit Phenylisocyanat war 





1) Diese Zs. Bd. 143, S. 265 (1925). 
*) Vgl. Emil Abderhalden u. E. Schwab, Diese Zs. Bd. 143, © 
S. 295 (1925). 
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mit Diphenylharnstoff vermengt; von letzterem wurde durch 
Auskochen mit Wasser, worin der Harnstoff sehr schwer lis. 
lich ist, getrennt. Auf diese Weise wurden mehrere einheit- 
liche Krystallfraktionen in untereinander wechselnden Mengen- 
verhiltnissen erhalten. Die Kupplungsprodukte wurden durch 
Erhitzen mit Salzsiure wieder gespalten. Ein in relativ gréBter 
Menge erhaltenes Produkt erwies sich auf Grund der Analysen- 
resultate als eine Verbindung eines Piperazins, dessen Mutter. 
substanz die Bausteine Glykokoll und Oxyprolin enthalten hatte, 


mit 1 Molekil Phenylisocyanat, 
CH,—CH, 
C,H,.NH.CO-N< = >>N—CH, 


CH,—CH a 
én, H.OH. 


Nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol zersetzte sich 
die Substanz bei 198°. 
0,0460 g verbrauchten 5,22 cem n/10-Siure. 
5,492 mg gaben 12,828 mg CO, und 3,612 mg H,0. 
Fir C,,H,,0,N;: 
Ber. 64,38°/, C 7,38°/, H 16,09°/, N 
Gef. 63,68 7,36 15,90 
Nach der Spaltung, die durch Erhitzen mit Salzsiure er- 
folgte, wurde das salzsaure Salz des Piperazins erhalten. Ks 
wurde aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Das Salz 
krystallisiert in spieBigen Nadeln, zersetzt sich bei 190°. Mit 
Kaliumwismutjodid wurde eine rote Fiallung erhalten. Die 
Verbindung beschleunigt den maximalen Ausfall der Trypto- 
phanreaktion mit formaldehydhaltiger Salzsiure.’) Die Fichten- 
spanreaktion war stark positiv. 
0,0702 g Substanz verbrauchten 6,55 n/10-H,SQ,. 


0,0849 g pe - 8,2 n/10-AgNO,-Lésung. 
Fir C,H,,ON,Cl,: 

Ber. 18,08 °/, N 32,98 %/, Ol 

Gef, 13,07 32,51 


Zur Identifizierung der OH-Gruppe wurde die Verbindung 
mit Diazomethan methyliert.2) Auf die 0,5g salzsaurem 


1) Vgl. Ernst Komm, Diese Zs, Bd. 140, S. 74 (1924). | 
*) Vgl. E. Abderhalden u. E. Schwab, Diese Zs. Im Er- 


scheinen. 
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Salz entsprechende Base wurde in atherischer Liésung 0,5 g 
Diazomethan unter kraftigem Schiitteln zur Einwirkung ge- 
pracht. Nachdem die anfangs rege Stickstoffentwicklung nach- 
gelassen hatte, wurde noch einige Tage im Kisschrank stehen 
gelassen und das iiberschiissige Diazomethan sodann im Va- 
kuum abgedampft. Bei der Aufarbeitung wurde neben einer 


F geringen Menge eines Sirups, der nicht weiter untersucht 


werden konnte, eine aus Alkohol in Nadeln krystallisierende 
Verbindung erhalten; Ausbeute 0,25 g. Die Substanz schmolz 
bei 195°; sie erwies sich als o-Methylather: 

CH,—CH 


HNC " SN—CH 

CH,—CH” ' 
H,C——_-——-CH..0.CH, 

3,264 mg Substanz gaben 4,851 mg AgJ (nach Zeisel). 

4,802 mg » » 10,744 mg CO, und 4,587 mg H,0. 

0,0172 mg ssa, verbrauchten 2,2 cem n/10-H,SO,. 


Fir C,H,,ON,: 
Ber. 61,489/, C 10,38%, H 17,949/, N _‘19,87/, CH,O 
Gef. 61,08 10,69 17,92 19,68 


Das Molekulargewicht (nach Rast) wurde zu 146,9 ge- 


funden (berechnet 156,15). 5,2 mg Substanz in 70,8 mg 


Campher gaben eine Schmelzpunktserniedrigung von 20°. 


Bei der Verarbeitung einer zweiten Krystallfraktion eines 
Kupplungsproduktes mit Phenylisocyanat gelang es, ein aus 
den Bausteinen Leucin und Prolin gebildetes Piperazin zu 


 isolieren, Nach Entfernung des Diphenylharnstofis und Spal- 


tung der Phenylisocyanatverbindung mit Salzsiure wurde aus 
dem zunichst entstandenen salzsaurem Salz mit Lauge die 
Base in Freiheit gesetzt und in Ather aufgenommen. Die 


| Substanz krystallisiert aus Wasser in keilformigen Krystallen, 
© die bei 181° schmolzen. Kaliumwismutjodid gibt eine rote 
| Fallung; die Fichtenspanreaktion war stark positiv; ferner 


wurde die Tryptophanbestimmung mit formaldehydhaltiger 
Salzsiure durch die Substanz katalytisch beschleunigt. Die 
Substanz ist in Wasser, Alkohol, Ather, Chloroform 
léslich. | 
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Nach den Analysenresultaten lag folgende Verbindung vor: 


oH CH,—CH—CH. 
CH ENG P=: : 


ac 
CH,—-CH, 
0,0212 g Substanz verbrauchten 2,34 cem n/10 H,SQ,. 


4,210 mg __ié,, gaben 11,116 mg CO, und 4,669 mg H,0. 
Far C,,H,,N,: 


Ber. 72,45°/, C 12,179, H = 15,88, N 
Gef. 72,01 12,41 15,46 
Die Molekulargewichtsbestimmung (nach Rast) ergab den 


Wert 170 (ber. 182,2). 5,7 mg in 78,9 mg Campher gaben 
eine Erniedrigung von 17°. 


Anhydrisierung von Peptiden durch Erhitzen mit Glycerin. 
Leucyl-glycin. 

0,5 g Leucyl-glycin wurden mit der 10fachen Menge 
Glycerin 6 Stunden lang im Olbad bei 170—180° erhitzt. 
Das Reaktionsprodukt gab erst nach lingerem Erhitzen mit 
Ninhydrin Blaufairbung, wabrend simtliche Diketopiperazin- 
reaktionen (Pikrinsiure, Dinitrobenzoesiure, Dinitrostilben) sehr 
stark positiv waren. Die gelatinédse dunkelbraune Keaktions- 
masse wurde mit Ather verrieben, wobei das Reaktionsprodukt 
in weiBen Flocken gréftenteils in Ather suspendiert wurde. 
Von der Glycerinschicht wurde abgegossen, diese in warmem 
Alkohol gelést, worauf beim Erkalten noch Anhydrid sich 
ausschied. Insgesamt wurde nach Umkrystallisieren aus Al- 
kohol 0,42 g Anhydrid erhalten; der Schmelzpunkt lag bei 239°. 


Glycyl-tyrosin. 

0,5 g Glycyl-tyrosin wurden mit der 15fachen Menge 
Glycerin 8 Stunden lang bei 170—180° erhitzt. Das Produkt 
gab positive Ninhydrin- und Anhydridreaktion. Wahrend 
Leucyl-glycin nahezu quantitativ ins Anhydrid verwandelt 
worden war, wurden hier nur 0,12 g Anhydrid erhalten; das 


unveranderte Peptid (0,32 g) wurde bei der Behandlung mit 
Alkohol als darin unléslich zuriickgewonnen. 


bzv 


sch 


Te 
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Leucyl-glycyl-leucin. 
0,5038 g wurden mit der 15fachen Menge Glycerin 
8 Stunden lang bei 180-—190° erhitzt. Das Reaktionsprodukt 
war in heiBem Alkohol vollkommen léslich. Die Ninhydrin- 
reaktion und die Anhydridreaktionen waren positiv; die Biuret- 
reaktion war negativ. 
Nach den EKigenschaften lag ein substituiertes Anhydrid vor: 


CO—CH CH, 

HNC *SN—CO.CH.CH,.CHC 
CH——CO | 8 
| NH, 


bzw. eine tautomere Form. 

Die Substanz beginnt bei 260° sich braun zu farben und 
schmilzt unter Zersetzung bei 263°. 

0,0275 g Substanz verbrauchten 2,98 cem n/10-Saure. 

Fir C,,H,,0,N, Ber. 14,84%/, N Gef. 14,939/, N 

Die Verbindung wird noch auf ihr Verhalten gegeniiber 
hydrolysierenden Agenzien untersucht werden. 

Analoge Untersuchungen mit anderen Tripeptiden und 
Tetrapeptiden sind im Gange. 

















Beitrage zur Kenntnis der Arginase. 
II. Mitteilung. 
Die quantitative Bestimmung der Arginase 
in tierischen Organen. ') 
Von 


8S. Edlbacher und H. Réthler. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologischen Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Juli 1925.) 





Um allen den Fragen nihertreten zu kénnen, die in der 
ersten Abhandlung*) aufgeworfen wurden, haben wir schon seit 
langerer Zeit Versuche tiber die quantitative Bestimmung der 
Arginase unternommen, tiber deren Resultate wir nun berichten. 

Wie bereits in der I. Abhandlung 8. 83 erwihnt wurde, 
haben wir diese Untersuchungen unabhangig von den Arbeiten 
von Hunter und Dauphinée {a. a. 0.) begonnen. 

Nachdem durch die Untersuchung von Edlbacher und 
P.Bonem das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration bei 
Py, = etwa 9,5 gefunden wurde, handelte es sich nun darum, 
eine Methode auszuarbeiten, die es gestattete, den ,,.Fermentwert“ 
einzelner Organe und ganzer Tiere zu ermitteln. Es wurde 
darum zur Aufstellung einer Arginaseeinheit geschritten. 

Das Prinzip war das in solchen Fallen allgemein an- 
gewandte. Wir lieBen steigende Mengen von Ferment unter 





) Diese und die folgende III. Abhandlung wurden der Heidel- 
berger Akademie der Wissenschaften in der Sitzung vom 4. Juli 


1925 vorgelegt. : 
2) Diese Zs. Bd. 145, S. 69 (1925). 


i 
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i gleichen optimalen Bedingungen auf eine Argininlésung waihrend 
Feiner bestimmten Zeit einwirken. Die gebildeten Harnstoff- 
mengen warden dann mittels der Ureasemethode nach Folin 
gemessen. Ks wurde dadurch eine Kurve bestimmt, aus der 
dann die Fermenteinheiten — entsprechend einer bestimmten 
Menge Harnstoff —, abgelesen werden konnten. 

Wie bereits aus den in der ersten Abhandlung mitgeteilten 
Tabellen hervorgeht, ist die Reaktionsgeschwindigkeit im Beginne 
der Zerlegung des Arginins wesentlich gréBer, was ja voraus- 
qusehen war.') Aus allen Tatsachen, die nun namentlich 
durch die Untersuchungen von R. Willstatter und seinen 
Mitarbeitern -bekannt sind, ist es immer wiinschenswert, nur 
die Anfangsstadien einer Fermentreaktion zur Messung 
heranzuziehen. Es wurde daher die Zersetzungszeit nur so 
igroB gewahlt, als es mit Riicksicht auf die Genauigkeit der 
auszufihrenden Harnstoffbestimmung eben méglich war. Wir 

Fglauben uns durch diese Beschrankung der Reaktionsdauer 
einer Reihe von Fehlerquellen begeben zu haben. Es erscheint 
uns dies um so wichtiger, da bei allen Versuchen, von denen 
in der folgenden Abhandlung gesprochen werden wird, Organ- 
extrakte angewendet wurden, die naturgem&B ein Convolut der 
verschiedenartigsten Substanzen enthielten, wodurch Hemmungen 
in spiteren Stadien des Reaktionsablaufes nur allzu leicht ein- 
itreten konnten. Auf Grund all dieser Erwaigungen wurde nach 
orientierenden Vorversuchen die Reaktionszeit mit 60 Minuten 

gewahlt. 

Als Fermentlésung wurde ein entsprechend verdiinnter 
Glycerinextrakt von Kalbsleber verwendet. 150g ganz frisches 
Organ wurden mit der Hackmaschine zerkleinert und mit der 
8fachen Menge Glycerin unter hiufigem Schiitteln 36 Stunden 
extrahiert, dann durch eine mehrfache Lage von Mull coliert 
und der Extrakt auszentrifugiert. Dieser Glycerinextrakt ist 
im Dunkel und kihl aufbewahrt, monatelang mit fast ganz 
unverminderter Wirksamkeit haltbar. 

— Infolge der unvollstandigen Léslichkeit war das bei unseren 





1) R. E. GroB, Diese Zs, Bd. 112, S. 236 (1921). 
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friiheren Versuchen verwendete Acetontrockeapriiparat fiir diese 
Versuche weniger geeignet. 


Das Arginin wurde in 1°/,iger Lésung als Carbonat 
verwendet. Die Lésung wurde zur Vermeidung von Schimmel. 
bildung mit einigen Tropfen Toluol iiberschichtet. Fir jede 
Bestimmung wurden 10 cem dieser Lésung mit je 5 ccm 
Pufferlésung p,, = 9,5 (Glykokoll—Natronlauge—NaCl) ver. 
setzt. 


Die Ausfiihrung eines Versuches gestaltete sich demnach 
wie folgt: 

Reagiergliser von etwa 16mm Weite und 20 cm Hohe 
werden in Blechgestellen zu je 4 Stiick bereitgestellt und mit 


je 10 ccm Argininlésung und 5ccm der Pufferlésung be. 
schickt. 


Anderseits werden 10 ccm des Glycerinleberextrakts mit 
Wasser auf 100 ccm verdiinnt und durch ein Faltenfilter filtriert. 
Von diesem absolut klaren Filtrat werden in die Réhrchen 
steigende Mengen von 0,1 ccm bis 1,0 ccm abpipettiert und 


einmal kurz und kraftig geschiittelt. Ks werden immer nu f 


héchstens 4 Réhrchen auf einmal mit der Fermentlésung ver- 
setzt. Nun werden die jeweils in einem Gestelle vereinigten 
Réhrchen in einen Wasserthermostaten von 38° gesetzt, wo 
sie, zugekorkt, genau 60 Minuten verbleiben. 


Nach dieser Zeit werden wieder immer je 4 Réhrchea§ 


gemeinsam in ein kriftig siedendes Wasserbad zur Unter- 
brechung der Fermentwirkung und zur Koagulation der Kiweil- 
kérper getaucht, worin sie 15 Minuten lang bleiben. Es ist 
fiir die Genauigkeit sehr wesentlich, dab das Abfiillen der 
Fermentlésung und das Uberfiihren der Réhrchen in den 
Thermostaten in wenigen Sekunden ausgefiihrt wird. 


Ist auf die beschriebene Art das Ferment abgetétet, so 
laBt man die Réhrchen erkalten. Der Inhalt wird mit 
n/10-Schwefelséiure (1,5 ccm) neutralisiert und es werden je 
2 ccm konzentrierte Phosphatpufferlésung p, = 7 zugesetzt. 
Es erfolgt Zugabe von Ureasepulver (Sojaurease). Der Harn- 
stoff wird nun wieder im’ Thermostaten bei 38° im Laufe 
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einer Stunde zerlegt. Zur Sicherheit sind wir nie unter diese 
Zeit heruntergegangen. 


Nach der Spaltung des Harnstoffs wird der Inhalt der 
Réhrchen mit je 1 ccm konzentrierter Natronlauge alkalisch 
gemacht und nach Zusatz von einigen Tropfen Octylalkohols 
das Ammoniak mittels einer kriftig wirkenden Wasserstrahl- 
pumpe in die mit n/50-Schwefelsiure beschickten Vorlagen 
iibergetrieben und dann durch Titration mit n/50-Natronlauge 
unter Benutzung von Methylrot als Indicator bestimmt. Die 
letzteren Manipulationen sind nichts weiter, als das Folinsche 
Verfahren der Harnstoffbestimmung. ’) 


Die mit. dieser Methode gefundenen Zahlen lieBen sich gut 
in eine Kurve einreihen und wir haben bei mehrmaliger Wieder- 
holung gut tibereinstimmende Werte erhalten: 


Kalbsleberextrakt 1:10 verdiinnt. 














°/, Abbau 
ecm Extrakt Verbraucht com | vom angewendeten 
n/50-Saéure Arginin 

0,1 2,85 5,7 
0,2 4,30 8,6 
0,3 5,75 11,5 
0,4 7,10 14,2 
0,5 8,65 11,3 
0,6 9,60 19,2 
0,7 10,75 21,2 
0,8 11,80 23,6 
0,9 13,15 26,3 
1,0 13,70 27,5 
1,5 17,50 35,0 
2,0 20,50 41,0 
2,5 28,00 46,0 











1!) Hunter u. Dauphinée lassen das Ferment 24 Stunden auf 
eine 5°/,ige Argininchloridlésung einwirken und wenden dann eine 
colorimetrische Methode der Harnstoffbestimmung an. Wir halten es 
aus den obenerwihnten Griinden fiir theoretisch richtiger, nur die 
Anfangswerte zu verwenden. Proc. Roy. Soc. Bd. 97, S. 209, 227 
(1924), 











268 S. Edlbacher und H. Réthler, 


Diese Zahlen wurden in ein Koordinatensystem eingetragen, 
wie es in der Fig. 1 gezeigt wird. Man erhilt eine 
Kurve, deren Anstieg wesentlich steiler ist als der spitere A.) 
Verlauf. — 


Pam 

















ee ae ee a ee 





\ 


Aichkurve fir 
Kalbste 1 














com §& Saure-> 
3 
Lapa 

































































+4 75 mpm = (AE }—> i die ¥ 


3 
g 
g 
& 
3 
& 
3 
R 


Es wurde als Arginaseeinheit = A.-E. diejenige § Jed 
Menge von Arginase bezeicknet, die aus 10 ccm einer Gehs 
mit 5 com Glykokoll—Natronlauge—Natriumchlorid § &hal 
Pp, = 9,5 versetzten 1°/, Arginincarbonatlésung in der § Werd 
Zeit von 60 Minuten bei 88° eine Menge Harnstoff — Hih 
bildet, die bei der Zerlegung mit Urease 0,84 mg — Pro] 
Ammoniak (d.i. 1 com n/50-Schwefelsaure) liefert. 

In der Tabelle sind die Saiuremengen bis zu 83 A.-E. 

wiedergegeben. Die Genauigkeit der Bestimmung schwankt 
um +1 A.-E. und bei den héheren Werten um + 38—4 A.-E. 
Bei den vielen durchgefiihrten Versuchen hat es sich ergeben, 
daB man die genauesten Werte zwischen 4—30 A.-E. erhilt. 
Es wurden daher die untersuchten — immer dem- 
entsprechend verdiinnt. 
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Arginaseeinheiten. 
S =’m/50-H,S80,. 

A.-E S , eS ae 8 A.-E. 8 
1 1,0 18 ‘1 25 11,4 
2 1,8 14 1,4 30 12,9 
3 2,6 15 7,8 85 14,8 
4 3,1 16 8,2 40 15,5 
5 8,6 17 8,6 45 16,6 
‘5 4,1 18 8,9 50 17,6 
7 4,6 i9 9,3 55 18,4 
8 5,0 20 9,7 60 19,4 
9 5,5 21 10,0 65 20,2 

10 5,9 22 10,4 70 21,0 
11 6,8 23 10,7 15 21,8 
12 6,7 24 11,1 80 22,55 




















Wie in der folgenden Abhandlung gezeigt werden wird, 
haben wir mit dieser Methode eine gréBere Anzahl von Tier- 
klassen untersucht und alle Extrakte folgten genau der Kurve, 
die wir mit der Kalbsleber aufgestellt hatten. 

Nur ein Organ zeigte ein héchst charakteristisches 
| Abweichen von dieser Regel. Es war dies die Niere des 
Huhnes. 

Die Niere ist das an Arginase reichste Organ der Végel; 
| jedoch reicht ihr Fermentgehalt nicht im entferntesten an den 
Gehalt der Saiugerlebern heran. Um deutliche Ausschlige zu 
erhalten, miissen die Glycerinextrakte unverdiinnt verwendet 
werden. Hs ergab sich nun bei der Untersuchung der 
Hiihnernieren, daB die zerlegten Mengen von Arginin 
proportional der angewendeten Fermentmenge sind. 


Hihnernieren-Glycerinextrakt. 














eem Extrakt ecm n/50-Siéure 
0,25 2,4 
0,50 4,6 
0,75 1,4 
1,00 10,5 
1,50 14,5 
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Wie aus der Fig. 2 ersichtlich ist, zeigen die gemessenen 
Werte nur eine ganz geringe Stretung um eine Gerade. Wir 
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haben dieses Verhalten in zahlreichen Versuchen immer wieder 
bestitigt gefunden. 


Zunichst ergab sich aus diesem Befunde die Notwendig- 
keit, fiir die Hithnerniere eine neue Kinheit aufzustellen, die 
wir unter sonst gleichen Bedingungen ebenfalls auf 1 ccm 


n/50-H,SO, bezogen und mit dem Zeichen = A.-N.-E. belehnt 
haben. 


Ks kénnen nun die beiden GréBen A.-E. und A.-N.-E. 
natiirlich nicht einander einfach gleich gesetzt werden. Es 
ergibt sich dabei eine gewisse Schwierigkeit, das gewonnene 
Zahlenmaterial zu vergleichen, um so mehr, da beim 
Huhn Leber und Hoden nach der A-E.- Kurve 


reagieren. 
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Der Fehler im Ausdruck des Fermentwertes, der durch 
| Gleichsetzung der A.-E.- und A.-N.-E.-Werte entsteht, ist fir 
die in der folgenden Abhandlung gezogenen SchluBfolgerungen 
| ohne jeden LEinfluB und kann daher  vernachliassigt 
werden. 

Es scheint aber dieses verschiedene Verhalten der Hiihner- 
nieren gegeniiber allen anderen Organen vielleicht den Aus- 
gangspunkt fiir die Klarung einer Reihe von Problemen zu 
| bieten. Ein einfacher EKinfluB der Enzymkonzentration ist es 
sicher nicht, denn bei der angewendeten Versuchsordnung 
missen alle Extrakte bei annihernd gleichem Fermentwerte 
untersucht werden. 

Es wire méglich, daB in der Hiihnerniere ein Hemmungs- 
| kérper fehlt, der in allen anderen Organen — auch in den 
Nieren von Enten und T'auben — den Reaktionsablauf im 
ungiinstigen Sinne beeinfluBt, so daB sich die Werte von der 

linearen GréBenordnung entfernen, es kénnen vielleicht Ad- 
| sorptionserscheinungen diese Ablenkung verursachen. 


Endlich ist auch an verschiedenen Reaktionsverlauf der 
Arginasespaltung im rein chemischen Sinne zu denken. Wie 
aus den Versuchen von K. Felix") hervorgeht, ist es bei den 
Durchblutungsversuchen,. namentlich von Katzenlebern, niemals 
gelungen, die theoretisch zu erwartende Ornithinmenge zu 
isolieren, Edlbacher und Bonem konnten in der I. Ab- 
handlung zeigen, da es mit der Formolmethode andererseits 
auch nicht gelingt, die Bildung von Ornithin durch Vogel- 
nierenarginase nachzuweisen. Beide Beobachtungen deuten 
tibereinstimmend darauf hin, daB sich an die Spaltung des 
Arginins durch Arginase méglicherweise noch eine Reihe von 
sekundiren Reaktionen anschlieBen, durch die sich viel- 
leicht der verschiedene Reaktionsverlauf noch erkliren 
lassen wird. : 

Wir haben unsere Untersuchungen in dieser Richtung 
erweitert und sind auch daran gegangen, nach der von Will- 
stitter inaugurierten Methodik unsere Fermentextrakte zu 





1) Diese Zs, Bd. 128, S. 40 (1928); Bd. 148, S. 183 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLVIII, 18 
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reinigen. Uber die Resultate dieser Versuche, sowie tiber eine 
Reihe von physikalisch-chemischen Fragen, zu denen die mit- 
geteilten Versuche fihren, werden wir in spaterer Zeit be- 
richten.") 


Der Rockefeller Foundation sprechen wir fir die Mittel, 
die sie uns zur Durchfiihrung unserer Versuche zur Verfiigung 
stellte, unseren Dank aus. 


Nachtrag. 


Im Serum von Végeln kommt eine Substanz vor, die auf die Argi- 
nase hemmend wirkt. Wir werden iiber seine Natur, insbesonders ob 
es sich um ein Antiferment handelt, demnichst berichten. 





1) §. 76 der ersten Abhandlung wird angegeben, daB die Arginase 
Guanidobuttersiure spaltet. Diese Angabe hat Thomas (Diese Zs. 
Bd. 124, 8. 101) wieder zuriickgenommen. Die Arginase scheint somit 
ein streng spezifisch eingestelltes Ferment zu sein. 














Beitrage zur Kenntnis der Arginase. 
IIT. Mitteilung. 


Argininumsatz und Sexualitat. 
Von 
S. Edlbacher und H. Réthler. 


(Aus dem Physiologischen Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Juli 1926.) 


In der ersten Abhandlung’) wurde die Hypothese aus- 
gesprochen (S. 86), daB der intermediire Argininstoffwechsel in 
hervorragendem MaBe mit der Genitalfunktion in Beziehung 
zi stehen scheint. Die Hoden der meisten geschlechtsreifen 
Tiere bauten Arginin ab, die von jugendlichen Individuen 
‘bauten kaum, oder iiberhaupt nicht ab. Lebern von Hahnen 
erwiesen sich als arginasehaltige Organe, Lebern von Hennen 
frei von Arginase. Dieser letztere Befund gilt jedoch nur fir 
die Wintermonate, im Friihjahr verschiebt sich dieses Ver- 
|haltnis, indem nun auch die Lebern von Hennen eine deutliche 
Abbaufahigkeit aufweisen. Es fallt dies mit der Ovulation 
zusammen. Die Ovarien zeigten jedoch niemals Abbau, wahrend 
die Hoden zu jeder bis jetzt untersuchten Jahreszeit positiv 
reagieren. 

Diese Verhiltnisse wurden nun mit der in der voran- 
gehenden Abhandlung beschriebenen quantitativen Methode 
untersucht. 





1) Diese Zs. Bd. 145, S. 69 (1925). 
. 18* 
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1. Versuche mit Hihnern. 


Bei mannlichen Hiihnern kommt die Arginase vor in. 
Leber, Hoden und Nieren. 

Bei weiblichen Hiihnern in: Leber und Nieren. Es wurden 
10 Hahne und 10 Hennen auf ihren Gesamtgehalt an Arginase. 
einheiten untersucht. 


Die Tiere wurden gewogen, durch Entbluten getitet und 
die einzelnen Organe ebenfalls gewogen. Eine auf 0,1 g genau 
abgewogene Menge der Organe (z. B. 10 g Leber) wurde mit 
dem doppelten Gewicht Quarzsand (20 g) zu einer homogenen 
Paste verrieben mit der 4fachen Anzahl von Kubikzentimeter | 
Glycerin in ein Pulverglas itiberfiihrt (40 ccm). Unter hiufigem 
Schiitteln wurde 24 Stunden extrahiert und der Extrakt nach 
dieser Zeit durch eine mehrfache Lage von Mull coliert. Es 
wird dadurch ein Extrakt erhalten, der zugleich eine feine } 
Suspension des Organbreies enthilt. 

Da es durch mehrfache Extraktion von Organbreien mit § 
Glycerin nicht gelingt, alles Ferment in Lisung zu bringen, 
glauben wir durch die Verwendung dieser Extraktsuspension 
genauere Werte erhalten zu haben, als wenn die Extrakte 
durch Zentrifugieren, Filtration usw. geklirt worden wiren. 

AuBerdem haben wir uns durch oftmals wiederholte Ver- 
suche iiberzeugt, daB unser einfaches Verfahren immer gleich- 
wertige Resultate gibt. 

Unmittelbar vor der Verwendung randin die Extrakt- 
suspensionen kriaftig geschiittelt. Bei allen untersuchten Vogel- | 
organen erwies sich eine Verdiinnung fiir die Bestimmung als 
unndtig. 

Als BezugsgréBe wahlten wir das Gewicht und es ist der 
Arginasewert (A.-W.) diejenige Anzahl von Arginase- 
einheiten, die auf 1 g Tiergewicht (Organgewicht) 
entfallt. 

Es wird sich méglicherweise bei spiteren Untersuchungen 
noch ergeben, eine Reihe von anderen BezugsgréBen, wie z. B. 
die Stickstoffausscheidung, die ee usw. ZU 
beriicksichtigen. 
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Hihne: 
1. 780g Leber 200g = 53,6 
in: Hoden 50g = 62,4 0,356 A.-W. 
Nieren 5,0g = 162,0 
| 278,0 A.-N.-E. 

“ 2. 1860¢ Leber 22,2¢ = 17,0 , 
- Hoden 18,5 g = 252,0 0,371 A.-W. 
Nieren 7,0 g = 176,4 

nd 505,4 A,-N.-E. 
au 8. 1460g Leber 23,8¢ = 60,0 
nit Hoden 17,8 g = 216,0 0,308 A.-W. 
in Nieren 7,9 g¢ = 173,0 
* 449,0 A.-N.-E. 
4 4. 1460g Leber 24,0g = 91,2 
ay Hoden 17,0g = 170,0 0,347 A.-W. 
ch Nieren 7,0 ¢ = 246,0 
Ks 507,0 A.-N.-E. 
ne 5. 15380g Leber 25,7 g = 101,0 
Hoden 17,3 g = 168,5 0,369 A.-W. 
nit & Nieren 8,9g = 295,0 
4 564,5 A.-N.-E. 
on 6. 1680g Leber 43,5 ¢ = 121,8 
A Hoden 13,0 g = 135,0 0,332 A.-W. 
“1g Nieren 9,0¢ = 284,38 
al 41,1 A.-N.-E. 
a 7. 1695g Leber 22,1g = 168,0 
h- Hoden 19,0 g = 281,0 0,569 A.-W. 
Nieren 1,7 g = 516,0 
ct 965,0 A.-N.-E. 
sl 8. 1885¢ Leber 30,2¢ = 60,4 
Js Hoden 28,3 g = 186,5 0,329 A.-W. 
Nieren 10,0 g = 857,0 
3 603,9 A.-N.-E. 
9. 1855g Leber 29,1g = 99,0 
a Hoden 25,3g¢= 4100  . 0,383A.-W. 
t) Nieren 8,8 g = 202,4 
711,4 A.-N.-E. 
f '  - 10, 2020g Leber 32,0¢ = 98,0 3 
Be - Hoden 28,5 g ='285,5 0.270 A.-W. 
zu ‘ Nieren 9,0 g¢ = 212,0 





546,0 A.-N.-E. 
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Hennen: 
1. 720g Leber 161g = 55,8 
Nieren 5,0g = 110,0 _ 0,230 A.-W. 
165,8 A.-N.-E. 
2. 1035g Leber 253g = 86,0 
Nieren 9,3 g = 183,0 0,260 A.-W. 





269,0 A.-N.-E. 
3. 1077g Leber 46,0 g = 110,0 








Nieren 10,3g = 82,0 0,178 A.-W. 
192,0 A.-N.-E. 
4. 1210g Leber 30,2g= 68,4 
Nieren 10,0 g = 132,0 0,165 A.-W. 
200,4 A.-N.-E. 
5. 1220g Leber 34,5 g = 101,2 , 
Nieren 9,8 g = 172,0 0,224 A.-W. 





273,2 A.-N.-E. 
6. 1250g Leber 28,9¢g = 84,4 

















Nieren 17,6 g = 157,0 0,193 A.-W. 
241,4 A.-N.-E. 
7. 1260g Leber 35,5 g = 101,5 
Nieren 8,9 g = 270,0 0,295 A.-W. 
371,5 A.-N.-E. 
8. 13825g Leber 84,2g = 84,8 
Nieren 8,5 g = 320,0 0,304 A.-W. 
404,3 A.-N.-E. : 
9. 1590g Leber 42,0¢ = 90,0 ae 
Nieren 9,8 g = 248,0 0,213 A.-W. 
338,0 A.-N.-E. 
10. 1680g Leber 39,1 g = 133,0 | 
Nieren 12,0 g = 211,2 0,211 A.-W. 
$44,2 A.-N.-E. 


Als Mittelwert ergibt sich somit 


fir die Hihne = 0,363, 
fir die Hennen = 0,227. 


Von den untersuchten Hahnen hatte, wie ersichtlich, nur 
Nr. 10 einen A.-W. von unter 0,3. Es handelte sich um ein 
schweres Tier mit ungemein starkem Skelett.' Von den Hithnern 
hat nur Nr. 8 einen Wert tiber 0,3. 
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Aus diesen Zahlen ergibt sich somit die SchluB- 
folgerung, daB die Minnchen einen gegeniiber den 


Weibchenstark gesteigerten hydrolytischenArgininum- 


satz besitzen. Es wird dadurch die Hypothese, dab 
der Argininstoffwechsel in hervorragendem MaBe mit 
der Sexualitat in Beziehung steht, fiir das Huhn be- 
wiesen. 

AuBerdem kénnen wir auch noch unseren friiheren quanti- 
tativen Beobachtungen in bezug auf das Vorkommen der 
Arginase bestitigen und erweitern. 

Wir untersuchten bei Hiihnern, Enten und Tauben alle 
nur irgendwie in Betracht kommenden Organe. Enten und 
Tauben verhalten sich gréBenordnungsweise beziiglich ihrer 
A.-Werte wie die Hiihner. Merkwiirdigerweise konnten wir 
aber nur bei den Hiihnern die lineare Beziehung zwischen 
Fermentmenge und Umsatz feststellen. Bei Enten und Tauben 
folgt die Kurve genau der der Kalbsleberarginase (vgl. die 
vorangehende Abhandlung). 

Die Befunde iiber das Vorkommen des Fermentes sind 
weiter unten in einer Tabelle zusammengestellt. Quantitative 
Vergleiche der Geschlechter bei andern Vogelarten als den 
Hiihnern konnten wir bis jetzt aus Materialmangel nicht 
anstellen. 


2. Versuche mit Saugern. 


In gleicher Weise wie die Hiihner untersuchten wir: 
Hund, Katze, Kaninchen, Meerschweinchen und Ratte. 


Hunde; 
& 12500g Leber 275,0¢ = 825000 
Nieren 46,5 g = 276 66,0 A.-W. 
Hoden 27,lg= 500 
825776 A.-E. 





9 12700 g Leber 315,0g = 630000 
Nieren 54,00¢ = 1320 . 49,7 A.-W. 
631320 A.-E. 
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¢& 3890 g Leber 
Nieren 
Hoden 


3s 2010g Leber 
Nieren 
Hoden 


Q 2510g Leber 
Nieren 


2 1480g Leber 
Nieren 


o 2920 g Leber 
Nieren 
Hoden 


6 3280 g¢ Leber 
Nieren 
Hoden 


2 2620g Leber 
Nieren 


2 2820 g Leber 
Nieren 


Katzen: 
127,0 g = 304800 
34,5 4 = : 380 
45¢ = 20 





52,5 g = 127000 
11,2 ¢ = 200 
16g = 15 





127215 A.-E. 


93920 
420 


58,7 g = 
15,5 ¢ = 





94340 A.-E. 


69,0 g = 
14,9 ¢ = 


71 760 
210 


71970 A.-E, 


Kanisehen: 

62,9 g = 107100 
17,2g= 2890 
3,8 ¢ = 9 





109999 A.-E. 


17,0 g = 123200 
17,5 g = 64 
31g = 0 





125264 A.-E. 


122,0¢ = 73200 
140¢= 300 





73500 A.-E. 


521g = 88200 
16,7g= 1804 





85004 A.-E. 


Meerschweinchen: 
# 615g Leber 30,0 g = 100800 


Nieren 
Hoden 


é& 570g Leber 
Nieren 
Hoden 


6,5¢ = 65 
5,0 g = 0 
100865 A.-E. 





17,5 g = 70000 


120 
12 


51g = 
44g= 





70132 A.-E. 


305 200 A.-E. 





78 A.-W. 


66 A.-W. 


37,5 A.W. 


48,7 A.-W. 


37,7 A.-W. 


38,0 A.W. 


28 A.-W. 


30 A.-W. 


164 A.-W. 


122 A.W. 
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Meerschweinchen: 
580g Leber 17,6g¢ = 56400 
Nieren 5,9¢ = 72 97,5 A.-W. 
Hoden 5,0¢g = 0 
56472 A.-E. 
9 560g Leber 23,7¢ = 47400 
Nieren 4,9¢ = 40 85 A.-W. 
47440 A.-E. 
9 645¢') Leber 22,8g¢g = 45600 
Nieren 6,0g = 128 71 A.-W. 
Placenta 9,1 g¢ = 36 
45764 A.-E. 
Ratten: 
@ 150g Leber 5,ig= 16000 
Nieren 1,5g = 10 106 A.-W. 
Hoden 3,0g= 10 ‘ 
16020 A.-E. 
6 168g Leber 65g = 16900 
Nieren 1,5¢ = 105 101 A.-W. 
Hoden 32g¢g= 30 
17036 A.-E. 
9 130g Leber 5,4g= 8800 
Nieren 1,0¢= 38 68 A.-W. 
8838 A.-E. 
9 181g Leber 50g= 9000 
Nieren 1,0g¢ = 60 69 A.-W. 
9060 A.-E. 


Der Arginasewert aller miannlichen Tiere der 
untersuchten 5 Arten ist ebenfalls weit héher als der 
der weiblichen Tiere. 

Wir halten damit die Annahme, daf im Tierreiche der 
gesteigerte Argininstoffwechsel eine spezifische Kigentiimlichkeit 
des m&annlichen Geschlechts ist, fiir bewiesen. 

Diese Coincidenz von Argininspaltungsvermégen . und 
Maskulinitat prigt sich teilweise schon dadurch aus, daB die 
Hoden in den meisten Fallen positiv reagieren, wihrend schein- 





1} Nach Abzug von 2 Embryonen von zusammen 145g. 
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bar alle Ovarien negativ sind. Sie ist aber nicht unbeding} 
an die mannlichen Geschlechtsorgane gebunden, denn Tiere, 
deren Hoden negativ sich verhalten, zeigen dennoch den 
typischen, zahlenmaiBig darstellbaren Geschlechts-, 
unterschied beziiglich ihres Arginasewertes. 

In der folgenden Tabelle sind die Arten, deren Hoden 
untersucht wurden, zusammengestellt. 

Die Hoden verhielten sich: 








++ — _ 








Stier Kalb Meerschweinchen 
Schwein * Kaninchen Frosch 
Hund Taube 
Katze 
Ratte 
Ente 
Huhn 








Es wurden auch vielfach Tiere vor und nach der Pubertit 
untersucht und es hat sich ergeben, daB z. B. die Hoden von 
Stieren einen vielfachen Arginasewert gegeniiber Kalber- 
hoden aufweisen. Ebenso prizis ist der Unterschied zwischen 
Hahn und Hahnchen. Aus dieser Tatsache muB wohl der 
SchluB gezogen werden, daB mit erwachender Ge- 
schlechtsreife ein gesteigerter Argininumsatz beginnt. 

Aus den mitgeteilten Zahlen ist ersichtlich, daB die Arginase- 
werte der Viégel ungefihr 500 mal niedriger sind als die der 
Siuger. Es steht dies auch in Ubereinstimmung mit dem 
Unterschiede zwischen Harnsiure bzw. Harnstoffproduktion bei 
Végeln und Séugern (Clementi, Hunter und Dauphinée, 
a. a. O.). | 

Kin Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen Arginase- 
werten ergibt, wenn man die miannlichen Werte gleich 100 
setzt, die folgenden Prozentverhiltnisse. (S. folgende Tabelle.) 

Es besteht eine héchst bemerkenswerte Uber- 
einstimmung bei allen Tierarten, indem die weiblichen 
Arginasewerte zwischen 60 und 70°/, der mannlichen 
Arginasewerte betragen, trotz des ungemein groBen 
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Arginasewerte 
Tierart (Mittelwerte) /, vom gt A.-W. 
: i 

as 
ee 66 49,7 15,1 
Kee 6h aes 72 43,1 60,1 
Kaninchen . . . . 37,8 29,0 76,7 
Meerschweinchen. . 127,0 78,0 61,4 
BAU be ee 103,0 68,0 66,0 
ti 0,363 0,227 62,6 











Unterschiedes in der absoluten GréBe zwischen 
Siugern-und Végeln. 

Aus der Tatsache, daB die Vogelniere einen relativ sehr 
hohen Arginasewert besitzt, folgt, daB dieses Organ durchaus 
nicht nur als Ausscheidungsorgan funktioniert, sondern auch 
mit der Geschlechtsfunktion des Vogelorganismus in Be- 
ziehung steht. 

Milz, Schilddriise, Pankreas, Darmschleimhaut, Muskel, 
Herz erwiesen sich bei allen Tieren als ganz negativ. Geringen 
Arginasegehalt besitzen Placenta und Thymus (vgl. die Tabelle 
S. 282). 

Der hydrolytische Abbau durch Arginasespaltung ist nur 
die eine Méglichkeit, nach der der intermediare Argininstoff- 
wechsel verlaufen kann. Es ist wohl sehr wahrscheinlich, dab 
nur ein Teil des umgesetzten Arginins in dieser Weise ab- 
gebaut wird und da8 ein anderer Teil vielleicht oxydativ zu 
Kreatin umgewandelt wird. 


Der Harn von Kindern enthalt immer einen gréBeren 
Anteil von Kreatin. 

Ebenso konnte Read’) zeigen, daB im Harn chinesischer 
Eunuchen viel mehr Kreatin als bei normalen Miannern vor- 
handen ist. 

Diese Beziehungen gestatten vielleicht den Schlu8, dab 
vor der Pubertit bzw. nach der Kastration auch derjenige 
Anteil des Arginins oxydativ zu Kreatin abgebaut wird, der 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 46, S. 281 (1921). 
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normalerweise bei geschlechtsreifem Hoden der hydrolytischen 
Spaltung anheim fallt. Wir werden iiber diesen Fragenkomplex 
mit dessen Untersuchung wir gegenwirtig beschaftigt sind, zu 
einem spiteren Zeitpunkte berichten. 

Diese Arbeit wurde mit Mitteln ausgefihrt, die uns von 
der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Ver- 
Wir sprechen ihr daftr unseren 


fiigung gestellt wurden. 
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) Vgl. auch dazu die Untersuchungen (a. a. 0.) von Hunter u. 









































Dauphinée, namentlich tiber das Vorkommen der Arginase bei Fischen. 











Uber Bakterienarginase. 
Von 


A. Kossel und F. Curtius. 


(Aus dem Institut fir EiweiSforschung der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Juli 1925.) 


Herr 8S. Hino’) hat im hiesigen Institut das Vorkommen 
der Arginase in verschiedenen Bakterien untersucht und ihr 
Vorhandensein in Bac. pyocyaneus und fluorescens festgestellt. 
Hierbei priifte der Verfasser auch in einem einzelnen Versuch 
das Verhalten der Bakterienarginase zum racemischen Arginin. 
Dieser schien zu dem SchluB zu fiihren, daB nicht nur das 
Rechts- sondern auch das Linksarginin durch die in dem ab- 
getéteten Bakterium vorhandene Arginase hydrolysiert wird. 
Dieser Befund, den Hino selbst als nur ,,wahrscheinlich“ be- 
zeichnet, und der damals aus SuBeren Griinden nicht weiter 
verfolgt werden konnte, bedurfte dringend einer Nachpriifung. 
Er stand im Gegensatz zu den Ergebnissen von O. Riesser?), 
welcher die asymmetrische Spaltung durch Leberarginase nach- 
gewiesen hatte, erinnerte aber andererseits an die Ergebnisse 
von Felix und Morinaka.*) Diese hatten festgestellt, daB 
das d,l-Arginin bei der Leberdurchblutung fast vollstindig ver 
schwindet. : 


Untersuchungsmethoden. 


Wir haben die damals abgebrochenen Versuche des Herrn 
S. Hino wieder aufgenommen, indem wir uns einer bisher nicht 





1) §. Hino, Diese Zs. Bd. 138, S. 100 (1924). 
*) O. Riesser, Diese Zs. Bd. 49, S. 210 (1906). 
*) K. Felix und K. Morinaka, Diese Zs. Bd. 132, S. 152. (1924). 














284 A. Kossel und F. Curtius, 


benutzten Methode bedienten, welche eine polarimetrische Unter. 
suchung des nicht zersetzten Anteils vom Arginin erméglicht. 
Dies Verfahren beruht auf der Abscheidung des Arginins durch 
Flaviansiure (1-Naphthol-2, 4-dinitro-7-sulfonsiure). Nachdem 
die Arginaselésung eine bestimmte Zeit auf die zu untersuchende 
Argininlésung eingewirkt hatte, wurde aus der Reaktionsfliissig- 
keit nach dem Verfahren von A. Kossel und E. Gross?) das 
iibriggebliebene Arginin als Flavianat ausgefallt, abfiltriert, 
bei 105° getrocknet und gewogen. Das Flavianat kann sodann 
fir die polarimetrische Untersuchung dienen, indem es mit 
33 vol.-°/,iger Schwefelséure fain zerrieben und auf dem Wasser- 
bade bis zur vollstindigen oder fast vollstindigen Lésung er- 
wirmt wird. Hierbei wird das Argininfiavianat zersetzt und 
das Arginin geht in Lésung, wihrend die Flaviansiure sich 
beim Erkalten gréBtenteils als Krystallmasse abscheidet. Diese 
kann nach dem Stehen iiber Nacht leicht abgenutscht werden 
und es bedarf jetzt nur emer geringen Menge Tierkohle, um 
die noch in Lésung befindlichen Reste der Flaviansiure zu 
entfernen. Das jetzt wasserklare Filtrat ist fir die Unter- 
suchung im Polarisationsapparat direkt zu verwenden. Es ent- 
halt einen groBen Uberschu8 an Schwefelsaure, welcher die 
optische Aktivitét des Arginins bedeutend erhdht, also die 
Untersuchung erleichtert.?) 

Das fiir die Untersuchung benutzte Arginin wurde aus 
den Proteinen der Erdnu8samen hergestellt und ein Teil davon 
nach den Angaben von Kutscher racemisiert.*) Zur Reinigung 
fiibrten wir das d,l-Arginin in das schwerer lésliche Nitrat iiber 
und krystallisierten es als solches um; bei der Prifung erwies 
es sich als inaktiv. Die Versuche wurden zum Teil mit dem 
Nitrat, zum Teil mit dem Carbonat des Arginins ausgefihrt, 
in einigen der ersten Versuche auf P = 6,8 gepuffert.4) Die 





1) A. Kossel und E. Gross, Diese Zs. Bd, 135, S. 167 (1924). 

2) W. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 27, S. 192 (1899). 

’) F. Kutscher, Diese Zs. Bd. 32, S. 476 (1901). 

*) Aus den Arbeiten von A. Hunter und Dauphinée [Proc. Roy. 
Soc. London Bd. 97, 8. 209 u. 227 (1924)], sowie von S. Edlbacher und 
P. Bonem [Diese Zs. Bd. 145, 8. 69 (1925)] ergibt sich nunmehr, daf 
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Pyocyaneusemulsion wurde nach den Angaben von Hino dar- 
gestellt und jeweils auf Sterilitat gepriift (sie wird im folgenden 
als ,sterile Emulsion“ bezeichnet). Von diesen erwies sich 
der Stamm I zuniachst als arginasehaltig. 


Versuche mit Pyocyaneusemulsion. 


Neben den Versuchen mit Pyocyaneusemulsion wurden in 
einzelnen Fallen zum Vergleich solche angestellt, in denen 
Leberarginase angewandt wurde. Hier wurde gerade die Hilfte 
des Arginins wiedergefunden, wie nach den Ergebnissen von 
Riesser zu erwarten war. Das gleiche Resultat ergab sich 
bei der aus Stamm I dargestellten sterilen Emulsion. Schon 
aus diesem analytischen Befund mu8 die asymmetrische Spal- 
tung geschlossen werden. Diese wurde noch bestatigt durch 
die Wiederholung des Versuchs 1 mit einer gréBeren Menge 
Arginin (Versuch 4 folgende Seite). Hier wurde in dem nicht 
zersetzten Teil des Arginins die Linksdrehung nachgewiesen. 


Als Beispiel sei der Versuch 1 ausfiihrlicher beschrieben. 

0,6 g lufttrockenes d,]-Argininnitrat wurden in Wasser gelést und 
sterilisiert. Die Fliissigkeitsmenge betrug 12 cem. Von der Lésung 
wurden dreimal je 3 ccm abgemessen und mit sterilisiertem Wasser auf 
Seem aufgefillt; diese GefiBe wurden mit a, b, ¢ bezeichnet. 

GefiB a wird auf 10 ccm aufgefiillt und dient zur Bestimmung der 
urspriinglich vorhandenen Argininmenge. Es wird sofort mit 0,45 g 
Flaviansiure gefallt. 

Gefa8 b wird mit 10 ccm steriler Pyocyaneusemulsion vom Stamm I 
versetzt, 

GefaB ¢ wird mit 1 cem einer Anreibung von wenig Miauseleber 
in Wasser und mit 9 ccm Wasser versetzt. 

GefaB b und ¢ werden mit 2 cem Toluol durchgeschiittelt und in 
den Briitofen gebracht. Nach 8 Tagen werden diese Proben unter Zu- 
satz weniger Tropfen Essigsiure aufgekocht, filtriert, ausgewaschen und 
mit Flaviansiure versetzt. Das ausgeschiedene Flavianat von allen drei 
GefiiBen wird nach 3 tigigem Stehen abfiltriert. 

Die Menge des Flavianats betrug in 

GefiB a 0,8257 ¢, 

GefiB b 0,1607 g, 

GefiB c¢ 0,1654 g. 
das Optimum des P,, bei 9,5—9,8 liegt, doch ist die Arginasewirkung 
auch bei der von uns benutzten Wasserstoffionen-Konzentration eine 
véllig ausreichende. 
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Die sterile Pyocyaneusemulsion (b) hatte also ebenso 
gewirkt, wie die Leberarginase (c), d. h. eine Halfte des Arginins 
war verschwunden, : 

In ahnlicher Weise wurden die weiteren Versuche an. 
gestellt, deren Ergebnis aus der folgenden Zusammenstellung 
ersichtlich ist. 


Hydrolyse desd,l-Arginins durch sterile Pyocyaneusemulsion. 

















Unzersetztes 
a es ae 
Nummer | Beginn Dauer ance gg 
des des |Stamm) der Ein-| Nach Einwirk. von 
V hs | V h irk 
ersuchs | Versuchs wirkung POY OE NR 
Tage |Emulsion| brei 
1 20.6.24] I 8 49,8 50,8 Nitrat 
ohne Puffer 
2 4, 7, 24 Il 7 98,5 ~~ ” 
3 27.11.24] III 8 95,77 —_ Carbo nat, 
gepuffert 
4 16.12.24] I 3 48,1 50,8 . 
Links- 
drehung 




















Aus dieser Tabelle ergibt sich die Unwirksamkeit der 
Stimme II und III. Es entstand die Frage, ob diese Unwirk- 
samkeit etwa auf dem Fehlen eines Begleitstoffes beruhe und 
durch Zusatz eines kochfesten Bestandteils der Leber behoben 
werden kénne. | 

Fir diese Untersuchung wurden folgende Flissigkeiten 
bereitet: 

A) Eine Liésung von d-Arginincarbonat (nicht gepuffert). 

B) Eine sterile Emulsion von der Pyocyaneuskultur III. 

C) Ein waBriges Extrakt von Mauseleber. 

Die Lésung A und die Emulsion B wurden gemischt und 
die Mischung in vier gleiche Teile geteilt. 

Der erste Teil wurde ohne weiteren Zusatz zum Sieden 
erhitzt und zur Feststellung des Arginingehalts sofort mit 
Flaviansiure gefillt. 

Der zweite Teil wurde zum Sieden erhitzt und mit der 
gekochten Miauseleberemulsion versetzt. Dieses Verfahren 
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| sollte den Beweis liefern, daB das gekochte Leberextrakt nicht 


etwa noch Spuren wirksamer Arginase enthielt. 

Der dritte Teil wurde nicht zum Sieden erhitzt und 
blieb ohne Zusatz. 

Der vierte Teil wurde ebenfalls nicht zum Sieden er- 


| hitzt und wurde mit dem gekochten Leberextrakt versetzt. 


Der zweite, dritte und vierte Teil wurden drei Tage im Briit- 
ofen digeriert. Die Versuchsergebnisse waren die folgenden: 








Teil 1 2 3 4 








Mischung von Arginin- 
earbonat und Emul- 
sion IIT . . . . . 4 gekocht | gekocht | ungekocht | ungekocht 

Miuseleberextrakt . . 0 gekocht 0 gekocht 


Gefundenes Flavianat 
in Gramm ... . 0,2276 0,2275 0,2358 0,2329 














Die Argininwerte in allen vier Analysen stimmen inner- 
halb der Fehlergrenzen iiberein und damit ist der Beweis ge- 
geben, daB unter den gewahlten Versuchsbedingungen eine 
Aktivierung durch die kochfesten Extraktivstoffe der Leber 
nicht erfolgt. Nun zeigte sich weiterhin, daB der Stamm I, 
welcher im Dezember 1924 kraftige Arginasewirkung besaB, 
im Februar 1925 Kulturen lieferte, deren sterile Emulsion 
unwirksam war. Daher wurde jetzt das beim Stamm [II an- 
gewandte Verfahren auch auf Stamm I angewandt und es 
zeigte sich, daB auch hier der Zusatz des gekochten Leber- 
extrakts die geschwundene Wirksamkeit nicht wieder zum Vor- 
schein brachte; drei Versuche mit einer Dauer von ein-, zwei- 
und siebentagiger Digestion fihrten zu dem gleichen Ergebnis. 

Die UnregelmaBigkeit in dem Vorkommen der Arginase 
bei ein und derselben Spezies verdient insofern Beachtung, 
als sie imstande ist, einen Teil der Widerspriiche in den An- 
gaben tiber die Verbreitung der Arginase zu erkliren. 


Versuche mit lebenden Kulturen. 


Nach den mitgeteilten Beobachtungen erhebt sich die 
Frage, wie sich der lebende arginasefreie Pilz gegeniiber dem 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVIII. 19 
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Argivin verhalt. Dies wurde zunichst durch einen Versuch 
mit d-Arginin festgestellt, 

Aus einer Kultur des arginasefrei gewordenen Stammes | 
wurde eine sterile Emulsion hergestellt und diese mit dem | 
d-Arginincarbonat im Briitofen digeriert. Gleichzeitig wurde 
eine Nahrlésung in der von Hino benutzten Zusammensetzung |) 
hergestellt, mit Arginincarbonat versetzt und mit derselben 
Kultur des Stammes I beimpft, Die Argininmenge war in 
beiden Versuchen ungefaihr die gleiche. Die Emulsion war 
ohne Wirkung, denn wir fanden uach 4 Tagen 97°/, des Ar- 
ginins wieder. In der lebenden Kultur hingegen war in der- 
selben Zeit samtliches Arginin verschwunden. Mlavianskure 
rief tiberhaupt keinen Niederschlag hervor. 

Nachdem somit festgestellt war, daB der lebende Stamm | 
im arginasefreien Zustand das d-Arginin schnell zersetzt, wurde 
ein Versuch mit d,l-Arginin angestellt, um das Verhalten des | 
lebenden Bacillus gegentiber den stereoisomeren Formen des 
Arginins zu untersuchen. Fiir den Versuch dienten 4g des 
Arginincarbonats. Diese wurden in der Niahrflissigkeit gelést 
und mit dem arginasefreien Stamm [ beimpft. Um den Luft- 
zutritt zu begiinstigen, war die Fliissigkeit in diinner Schicht 
in zwei gréBeren Erlenmeyerkolben enthalten. Als der Versuch 
nach 66 stiindiger Digestion bei 36° abgebrochen wurde, war 
ausgiebiges Wachstum des Pyocyaneus eingetreten. Die ur- 
spriinglich neutrale Reaktion war jetzt alkalisch und es hatten 
sich Krystalle von Magnesiumammoniumphosphat ausgeschieden. 
Das Arginin war ganz verschwunden; Flaviansiure rief nach 
schwachem Ansiuern keinen Niederschlag hervor. Somit er- 
- gibt sich, daB der lebende arginasefreie B. pyocyaneus das 
Arginin nicht nur zersetzt, sondern daB seine Wirkung eine 
weitergehende ist, wie die der Arginase, da er auch die |-Modi- 
fikation des Arginins, die der Arginasewirkung widersteht, 
schnell abbaut. Dieser Abbau erfolgt wahrscheinlich durch 
Oxydation. 





) 0,1°/, KHPO,, 0,05°/, MgSO, 0,02°/, NaCl, Stites von FeSO, 
und Calciumphosphat. 
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Aus dem Vorhandensein der Arginase in einem lebenden Teil 
darf also nicht geschlossen werden, daB der Abbau des Arginins 
hier immer nach dem Schema der Arginasewirkung vor sich 


Bechen mu8. Dem Organismus stehen mehrere Wege zur Ver- 


arbeitung des Arginins offen. Dies zeigen auch die Befunde 
yon Felix und Morinaka. Diese Forscher stellten, wie schon 
erwabnt, fest, da8 das d,l-Arginin beim Durchleiten durch die 
iberlebende Leber verschwindet, waihrend bei der Kinwirkung 


ider Leberarginase nur die d-Modifikation hydrolysiert wird. 


Die Anwendung des d,l-Arginins wird in manchen Fallen 
eine Aufklarung dariiber geben kénnen, ob reine Arginase- 


iwirkung oder andere etwa oxydative Prozesse zur Zersetzung 


des Arginins gefiihrt haben. Wenn die Zersetzung nicht iiber 
50°/, des angewandten Arginins hinausgeht und wenn sich 
eine Linksdrehung des durch Flaviansiure fallbaren unzersetzten 


B Restes zeigt, wird man auf Arginasewirkung schlieBen. — 


Diese Untersuchungen wurden im Institut fir Eiweib- 
forschung der Universitat Heidelberg ausgefiihrt. Dem Direktor 
der Medizinischen Klinik, Herrn Geheimrat Krehl, welcher 


idem Institut durch die Gewihrung von Laboratoriumsriumen 


und vielfache Hilfe die Méglichkeit zur Fortsetzung der Arbeiten 
gab, sei auch an dieser Stelle der wairmste Dank gesagt. 
Ferner gedenken wir in Dankbarkeit des Herrn Geheimrat 
Hermann Kossel} und des Herrn Professor Dresel, welche 
uns die Kulturen zur Verfiigung stellten und uns bei dem 
bakteriologischen Teil der Untersuchungen unterstiitzten. 
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Arginin verhilt. Dies wurde zunachst durch einen Versuch 
mit d-Arginin festgestellt, 

Aus einer Kultur des arginasefrei gewordenen Stammes | 
wurde eine sterile Emulsion hergestellt und diese mit dem 
d-Arginincarbonat im Briitofen digeriert. Gleichzeitig wurde 
eine Nahrlésung in der von Hino benutzten Zusammensetzung ’} 
hergestellt, mit Arginincarbonat versetzt und mit derselben 
Kultur des Stammes I beimpft. Die Argininmenge war in 
beiden Versuchen ungefaihr die gleiche. Die Emulsion war 
ohne Wirkung, denn wir fanden nach 4 Tagen 97°/, des Ar- 
ginins wieder. In der lebenden Kultur hingegen war in der- 
selben Zeit samtliches Arginin verschwunden. Flaviansaure 
rief tiberhaupt keinen Niederschlag hervor. 

Nachdem. somit festgestellt war, daB der lebende Stamm | 


im arginasefreien Zustand das d-Arginin schnell zersetzt, wurde §.; 


ein Versuch mit d,l-Arginin angestellt, um das Verhalten des 
lebenden Bacillus gegeniiber den stereoisomeren Formen des 
Arginins zu untersuchen. Fir den Versuch dienten 4 g des 
Arginincarbonats. Diese wurden in der Niahrflissigkeit gelést 
und mit dem arginasefreien Stamm I beimpft. Um den Luft- 
zutritt zu begiinstigen, war die Flissigkeit in dinner Schicht 
in zwei gréBeren Erlenmeyerkolben enthalten. Als der Versuch 
nach 66 stiindiger Digestion bei 36° abgebrochen wurde, war 
ausgiebiges Wachstum des Pyocyaneus eingetreten. Die ur- 
spriinglich neutrale Reaktion war jetzt alkalisch und es hatten 
sich Krystalle von Magnesiumammoniumphosphat ausgeschieden. 
Das Arginin war ganz verschwunden; Flaviansiure rief nach | 
schwachem Ansiuern keinen Niederschlag hervor. Somit er- 
- gibt sich, daB der lebende arginasefreie B. pyocyaneus das 
Arginin nicht nur zersetzt, sondern daB seine Wirkung eine 
weitergehende ist, wie die der Arginase, da er auch die |]-Modi- 
fikation des Arginins, die der Arginasewirkung widersteht, 
schnell abbaut. Dieser Abbau erfolgt wahrscheinlich durch 
Oxydation. 





*) 0,1°/, K,HPO,, 0,05°/, MgSO,, 0,02°/, NaCl, Spuren von FeSO, 
und Calciumphosphat. 
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Aus dem Vorhandensein der Arginase in einem lebenden Teil 
Edarf also nicht geschlossen werden, daB der Abbau des Arginins 
hier immer nach dem Schema der Arginasewirkung vor sich 
vechen muB. Dem Organismus stehen mehrere Wege zur Ver- 
arbeitung des Arginins offen. Dies zeigen auch die Befunde 
von Felix und Morinaka. Diese Forscher stellten, wie schon 
erwahnt, fest, daf das d,l-Arginin beim Durchleiten durch die 
iberlebende Leber verschwindet, wahrend bei der Kinwirkung 
der Leberarginase nur die d-Modifikation hydrolysiert wird, 
Die Anwendung des d,l-Arginins wird in manchen Fallen 
sine Aufklirung dariiber geben kénnen, ob reine Arginase- 
wirkung oder andere etwa oxydative Prozesse zur Zersetzung 
des Arginins gefiihrt haben. Wenn die Zersetzung nicht iiber 
650°/, des angewandten Arginins hinausgeht und wenn sich 
eine Linksdrehung des durch Flaviansiure fallbaren unzersetzten 
Restes zeigt, wird man auf Arginasewirkung schlieBen. — 
Diese Untersuchungen wurden im Institut fiir EiweiB- 
forschung der Universitat Heidelberg ausgefiihrt. Dem Direktor 
der Medizinischen Klinik, Herrn Geheimrat Krehl, welcher 
dem Institut durch die Gewaihrung von Laboratoriumsriumen 
und vielfache Hilfe die Méglichkeit zur Fortsetzung der Arbeiten 
cab, sei auch an dieser Stelle der warmste Dank gesagt. 
Ferner gedenken wir in Dankbarkeit des Herrn Geheimrat 
Hermann Kossel+ und des Herrn Professor Dresel, welche 
ns die Kulturen zur Verfiigung stellten und uns bei dem 
bakteriologischen Teil der Untersuchungen unterstiitzten. 
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Studien tiber das Vitaminproblem. 
IV. Mitteilung. 


Der Einflu8 der Avitaminose auf die Magenverdauung 
weiBer Mause. 


Von 


Franz Groebbels und Franz Sperfeld. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Hamburg, Allgemeines Krankenhaus 
Hamburg-Eppendorf. Vorstand: Professor Kestner.; 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Juli 1925.) 


Uber die Rolle, welche die Vitamine bei der Bildung und 
Absonderung der Verdauungssekrete spielen, sind wir bis heute 
noch nicht vollkommen unierrichtet. Uhlmann), der die 
pharmakologische Wirkung von Orypan und anderen Vitamin- 
praparaten priifte, gab an, daB sie eine Sekretion von Speichel, 
Magensaft, Galle, Pankreassaft und Darmsaft hervorrufen und 
verlegte ihren Angrifispunkt an die Nervenendigungen de: 
parasympathischen Nervensystems. Demgegeniiber konnte Cov- 
gill*) bei Tauben und Hunden, denen er den Faktor B in der 
Nahrung entzogen hatte, durch B-Extrakte keine Sekretion 
von Galle und Pankreassaft hervorrufen. Ebenso gelangten 
Verzar und Bégel’), welche den EinfluB von Butter und 





1) Uhimann, Zs. Biol. Bd. 68 (1918); Habilitationsschrift, Bert 
1918, ! 

*) Cowgill, Proc. of the soc. f. exp. biol. et med. Bd. 18 
(1921). 

8) Verzar u. Bigel, Biochem. Zs. Bd. 108 (1920), 
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Kleieextrakten auf die Sekretion priiften, zu einem negativen 
Ergebnis. 

Es ist mehrfach beschrieben worden, daB vitaminfreie 
Nahrung keinen Sekretionsreiz im Verdauungstraktus setzt. 
So sah Mijadere*) bei Hunden auf vitaminfreie Nahrung so 
gut wie keine Absonderung von Magensaft, wahrend der Saft 
auf 100 ccm einer 5 °/,igen wiBrigen Lésung von 96 °/, Alkohol 
abgesondert wurde, das Sekretionsvermégen der Magendriisen 
also nicht gestért war. Nehmen wir an, da die vitaminfreie 
Nahrung infolge mangelnden Reizes die sekretorische Funktion 


i der Verdauungsdriisen gewissermaBen schont, ohne die Bildung 


der Fermente bzw. Profermente in ihnen zu beeinfiussen, so 
bedeutet dies eine starkere Aufladung der Verdauungsdriisen 
mit Ferment bzw. dessen Vorstufe. Mit dieser Anschauung 
stimmen die Befunde Artona’s?) tiberein, der bei beriberi- 
kranken Tauben aus der Darmschleimhaut und dem Pankreas 


' ein Ferment von erhéhter Wirksamkeit erhielt. 


Wir haben diese Frage aufs neue geprift, indem wir den 


| Pepsingehalt des Magens normal ernahrter, hungernder und 
} vitaminfrei ernahrter weiBer Mause miteinander verglichen. 


In allen Versuchen wurden aus dem Magenfundus der 
Mause gleich groBe Schleimhautstiicke herausgeschnitten, mit 
Aq. dest. kurz abgespiilt und in Reagensréhrchen, die je 10 ccm 
n/10-HCl enthielten, im Wasserbad bei 88° C zur Verdauung 
gebracht. Nach voélliger Verdauuug wurde der. Inhalt durch 
Mullgaze filtriert. In 5 ccm des Filtrats kam eine in allen 
Versuchen gleich groBe, mit n/10-HCl ausgewaschene Carmin- 
fibrinflocke, die wieder im Wasserbad bei 38° C verdaut wurde. 
Die erste Versuchsreihe erstreckte sich auf 6 normal mit Hafer 
ernahrte Miuse. Die Tiere wurden stets bei vollem Magen 
getétet, die Untersuchung betrifft also den Magen wihrend der 
Verdauungstitigkeit. Fiir die Magenschleimhaut ergab sich 
hier eine Gesamtverdauungszeit von 77 Minuten, fiir die Carmin- 
fibrinflocke. eine solche von 80 Minuten. 


*) Mijadere, Biochem. Zs. Bd. 124 (1921). 
ahs sscamenctad Arch. di farmacol. specim. ‘e. science Bd. 33 (1922). 
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In einer zweiten Versuchsreihe lieBen wir 6 normal er. 
nahrte Tiere 24—48 Stunden hungern. Die Gesamtverdauungs. 
zeit betrug hier fiir die Magenschleimhaut 61 Minuten, fr die 
Carminfibrinflocke 35,5 Minuten. 

Die dritte Versuchsreihe betraf 16 Miuse, die mit vitamin. 
freiem Reismehl unter Zusatz der Osborneschen Salamischung 
ernihrt wurden. Nach 24—48 Stunden vitaminfreier Ernihrung 
ergab sich hier, wahrend die Tiere alle gegeniiber vorher ap 
Gewicht etwas zugenommen hatten, eine Gesamtverdauungszeit 
von 68 Minuten fiir die Magenschleimhaut, von 39 Minuten fiir 
die Carminfibrinflocke. Bei den Tieren, die 3, 5, 7, 9 und 
10 Tage vitaminfrei ernihrt wurden, betrug die Gesamtver- 
dauungszeit der Magenschleimhaut: 


50 Minuten nach 3 Tagen vitaminfreier Ernéhrung 


45 9? ”? 5 ? ”? 9 
38,5 ”? ”? 7 ? 99 7 
38 ” >? 9 ”? ”? ”? 
44 ? ”? 10 ” ”? ”? 


Die Werte fiir die Carminfibrinflocke waren: 


28 Minuten nach 3 Tagen vitaminfreier Ernihrung 


34 ” ” 5 ”? ”? 9 
32 ? ” 9 ”? ” ” 
27,5 ”? ”? 10 ” ” ” 


Im Mittel war die Verdauungszeit der Magenschleimhaut 
45 Minuten, die der Carminfibrinflocke 30 Minuten. 

Bei 2 Mausen, die nach 24 Stunden vitaminfreier Er- 
nahrung 24 Stunden hungerten, bestimmten wir die Gesamt- 
verdauungszeit fiir die Magenschleimhaut mit 62,5 Minuten, fir 
die Carminfibrinflocke mit 48 Minuten. 

Bei 2 weiteren Mausen, die wir nach 48 Stunden vitamin- 
freier Ernahrung 48 Stunden hungern lieBen, fanden wir die 
Werte 72 bzw. 50 Minuten. : 

Fassen wir unsere Befunde zusammen, so ergibt sich zu- 
nichst, daB bei der Avitaminose unserer Versuchstiere die 
Bildung des Fermentes bzw. seiner Vorstufe keineswegs ge- 
hemmt ist, da sich selbst nach 10 Tagen vitaminfreier Er- 
nihrung noch viel Pepsinvorstufe in der Magenschleimhaut 
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nachweisen, laBt. Hingegen ist eine Hemmung der Magensait- 
absonderung anzunehmen — wohl infolge eines fehlenden 
Reizes bei dieser Ernihrung —, da die Magenschleimhaut sich 
wie im Hunger verhilt, d.h. mit Pepsinogen aufgeladen ist. 
Auf Grund unserer Befunde ist daran zu denken, daB beim 
Hungern im Anschlu8 an vitaminfreie Ernihrung die Bildung 
der Fermentvorstufe im Magen gestért wird, waihrend dies 
beim Hungern nach vorausgehender Darreichung vitaminhaltiger 
Nahrung nicht der Fall ist. 


Zusammenfassung. 


Ernébhrt- man weibe Miuse vitaminfrei, so ist die Bildung 
des Pepsins bzw. seiner Vorstufe nicht gehemmt, da 
sich noch nach 10 Tagen vitaminfreier Ernihrung viel Pepsin- 
vorstufe in der Magenschleimhaut nachweisen laBt. Hingegen 
ist eine Hemmung der Pepsinsekretion vorhanden, da 
sich die Magenschleimhaut im Verdauungsversuch wie im Hunger 
verhalt, d. h. mit Pepsinvorstufe aufgeladen ist. Beim Hnngern 
im AnschluB an vitaminfreie Ernihrung scheint die Bildung 
der Pepsinvorstufe gestért zu sein, wahrend dies beim 
Hungern nach vorausgehender normaler Ernabrung nicht der 
Fall ist. 























Uber die natiirliche Synthese der Aminosduren und 
ihre experimentelle Reproduktion. 
Von. 


F. Knoop und Hubt. Oesterlin. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1925.) 








Die Synthese der Aminosiuren in der Natur ist den 
Chemikern bis vor kurzem ein Ratsel geblieben, das keine 
Theorie zu lésen und kein physiologischer Versuch direkt zu 
priifen erlaubte, solange sie ein Vorrecht allein des Pflanzen- 
reiches zu sein schien. Das systematische Studium des natiir- 
lichen Abbaues der Niahrstoffe, das den Chemismus des Tier- 


kérpers so interessant macht und uns Einblick in die fein- -{ 


abgeténte Detailarbeit der naitiirlichen organischen Chemie: 
der Chemie der Lebenserscheinungen gegeben hat, hat auch 
hier den ersten Weg gewiesen. Dort wird zwar zunichst die 
Umkehrung der Frage verfolgt, die hier gestellt war. Aber 
so, wie sich die GesetzmiBigkeiten des Fettsiureabbaues wie 
eine Umkehr des Weges ansehen, den ihr Aufbau zu gehen 
scheint, und wir z. B. auch heute noch nicht wissen, ob die 
niederen Fettsiuren der Milch intermediire Produkte des Auf- 
baues oder Zwischenstufen einer unvollkommenen Verbrennung 
darstellen, so haben sich auch die Reaktionen, die sich bei 
dem Abbau der Aminosiuren abspielen, als reversibel erwiesen: 
Auch der Tierkérper kann Aminos&uren aufbauen! — 
Damit sind alte Vorurteile, die gerade in der Assimilations- 
fahigkeit fiir anorganischen Stickstoff zwischen Pflanzen- und 
Tierreich eine prinzipielle Scheidung auf chemischer Basis 


—" 
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sehen wollten, gefallen. Diese Reaktion verdient deshalb wohl 
eine genauere Verfolgung. 
(UH Bei den Untersuchungen tiber den Abbau der Amino- 
siuren hat der gleiche Kunstgriff zum Ziele gefiihrt, der uns 
die ersten GesetzmaBigkeiten iiber physiologischen Abbau iiber- 
haupt aufzufinden erlaubte: das war im Gebiet der Fettsiuren 
die Untersuchung von Substanzen, die einen endstindigen fast 
| unangreifbaren Phenylrest enthalten. Das natiirliche Pheny]l- 
alanin war dazu nicht verwendbar, da diese Substanz mit 
seinen Abbaustufen Phenyl-Brenztraubensiure (und -Milchsaure) 
der einzige Kérper ist, dessen unsubstituierten Benzolkern der 
Organismus selbst in groBen Mengen restlos zu verbrennen 
vermag.’) Es kamen nur die nicht natiirlichen Nachbar- 
homologen zu Versuchszwecken in Frage: die niedrigere Phenyl- 
amino-essigsaure und die héhere -buttersiure, Die erstere war 
| bekannt und schon physiologisch gepriift. Sie hatte als Haupt- 
produkt Mandelsiure geliefert. Das war offenbar ein atypischer 
Weg, denn in eigenen Versuchen hatte sich die Phenylmilch- 
siure als schlechter verbrennlich erwiesen als die Amino- und 
die Ketonsiéure.*) Und die gleichen Beobachtungen hatten 
Neubauer und Falta betreffis der Homogentisinsiurebildung 
‘an Oxy- und Ketonséure gemacht. Wir wollten deshalb den 
Aminosiureabbau lieber an der héheren Homologen priifen, 
der Phenylamidobuttersiure, die allerdings unbekannt war. 
Wir muBten sie erst synthetisieren, aber bevor auch die 
physiologischen Untersuchungsergebnisse fertig vorlagen, konnte 
Neubauer an der kauflichen Phenylaminoessigsiure die Auf- 
klirung iiber ihren Abbau in dem Sinne: bringen, daB die | | 
Aminosiure zunichst zur Ketonsiure oxydiert und diese im 
hier vorliegenden Falle gréBtenteils zur Oxysiure reduziert 
wird; Benzoesiure entsteht nur in kleiner Menge. — Die 
1) Dieses 1904 von uns formulierte Gesetz hat bis heute keine Aus- 
nahme, wohl aber viele Bestitigungen erfahren. Warum gerade diese, 
und nur diese Form einer sauren Seitenkette von drei Gliedern, deren 
mittleres substituiert ist, den Kern angreifbar macht, dafiir fehlt bisher 
jede befriedigende chemische Erklirung. Vgl. Knoop, Habilitations- 


schrift, Freiburg i. B. 1904 (Speyer und Kaerner). 
*) Ebenda. 
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Phenylamidobuttersiure bot den Vorteil, daB eine langere 
Seitenkette der typischen Aminosiuregruppe eine geringere 
Abhangigkeit von dem Kinflusse der Kernbenachbarung sicherte, 
und daB deshalb von ihrem Verhalten eher ein Schluf 
auf das der natiirlichen, auch der aliphatischen Homologen 
méglich schien. Sie lieferte in der Tat Keton- und Oxysiure 
und daneben als weiteres Abbauprodukt Hippursiure, die dic 
Annahme erlaubte, daB aus der Ketonsiure die nichst niedere 
Fettsiure, die Phenylpropionsiure, und aus ihr nach den friher 
abgeleiteten Gesetzen Benzoesiure geworden war. Daneben 
lhieB sich ein aktives Acetylprodukt der Aminosaure isolieren, 
dessen Entstehung am besten als eine Amidierung und Reduk- 
tion der intermediair zuniachst gebildeten Ketonsaiure verstiind- 
lich war.?) : 

In der Tat lieferte die stickstofffreie Ketonsiure das 
gleiche Produkt einer Acetylaminosiure und damit war der 
Beweis erbracht, daB der Tierkérper anorganischen Stickstoff 
zu binden und Aminoséuren synthetisch zu bilden vermag. 
Dieser Befund bedeutete den ersten Nachweis eines 
Weges, wie in der belebten Natur Zellen Amino- 
siuren aufzubauen vermégen. Embden u. a.’ haben ihn 
vielfach bestitigt. 7 

Der Weg des Abbaues der Aminosduren hatte sich uns 
hier als reversibel erwiesen, und aus dem Grunde haben wir 
fir den Reaktionsmechanismus als gemeinsames Zwischen- 
produkt fir Abbau und Synthese die Annahme einer Oxy- 
aminosiure (oder einer Iminoséure) diskutiert, und dafiir die 


NH | 
Formeln RC aa COOH (oder R—C(—NH)—COOH) auf- 


gestellt, die im Falle des Abbaues Ammoniak abspalten und 
der weiteren Oxydation verfallen, im Falle der.Synthese Wasser 
abgeben und hydriert werden sollte (1910).2) Dieses Schema 
ist auch von Neubauer und Mitarbeitern tibernommen worden 
(1911). Solche Verbindungen sind bisher unbekannt. Aus dem, 





1) Dieser Reaktionsmechanismus ist inzwischen sichergestellt. Vg. 
Diese Zs, Bd. 146, S. 267 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 67, S. 489 (1910); Bd. 71, S. 252 (1911). 
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was v. BOttinger iiber Iminosiuren publiziert hat, ist wenig 
Wertvolles zu entnehmen. Offenbar sind diese Kérper sehr 
unbestandig.') Aber sie zu untersuchen, schien fir die ganze 
Frage der Méglichkeit einer Aminosaéuresynthese zu wichtig, 
und gelang es nicht, derartige Substanzen, die den Aldehyd- 
ammoniaken entsprechen muBten, selbst zu fassen, so konnte 
immerhin das System Ketonsiure und Ammoniak untersucht 
werden. Dieser Aufgabe haben wir uns unterzogen und die 
Frage der Uberfiihrung solcher Gemische in Aminosiuren 
durch direkte Hydrierung gepriift. Lag hier der Weg vor, 
den die Natur geht, so war es wahrscheinlich, daB er, wie 
alle natiirlichen Reaktionen, wenn sie einmal gefunden sind, 
leicht ablaufen wiirde und durch Katalysatoren zu beeinflussen 
war. Deshalb haben wir unsere Aufgabe folgendermafen 
prazisiert: Stellt eine Mischung von a-Ketonsiure und Ammo- 
niak ein System dar, das etwa an die C—N-Doppelbindung 
des hypothetischen Zwischenproduktes einer Iminosiure ele- 
mentaren Wasserstoff unter der EKinwirkung fein verteilten 
Platins oder Palladiums iAhnlich leicht zu addieren vermag, 
wie die Olefine an die Kohlenstoffdoppelbindung? 

Als Antwort ergab sich nach einigen Fehlversuchen als- 
bald ein eindeutiger Erfolg. Auch hier lieferten die gleichen 
aromatischen Ketonsiuren, Phenylglyoxyl-, Phenylbrenztrauben- 
und Phenyl-a-Ketobuttersiure, die bei den physiologischen 
Versuchen Resultate gebracht hatten, die besten Ergebnisse, ohne 
daB wir einen Grund dafiir angeben kiénnten. 60—70 °/, 
Aminosaure konnten in wenigen Stunden nach Verbrauch von 
meist 1 Mol. Wasserstoff in reinster Form isoliert werden — 
aus der alkoholischen Lésung fiel sie bisweilen schon nach 
kurzer Zeit direkt in analysenreinem Zustande aus und mischte 
sich mit dem Katalysator. Aus dem eingeengten Filtrat lieB 
sich nach dem Ansauern mit Schwefelsiure unveranderte Keton- 
und eventuell gebildete Oxysiure mit Ather entfernen, mit 
iiberschiissigem Baryt wurde das letzte Ammoniak vertrieben, 
und nachdem Schwefelsiure und Barium quantitativ beseitigt 





1) Vgl. Willstitter, Chem. Ber. Bd. 35, 8. 1878 (1902). 
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waren, enthielt die Liésung die Hauptportion der gesuchten 
Aminosaure oft fast ohne Verunreinigung. : 

Wir variierten nun und untersuchten von aliphatischen 
Ketonsauren zuerst Brenztraubensiure: ohne Erfolg. Die enorme 
Reaktionsfahigkeit dieser Substanz ist ja bekannt — von ihren 
Kondensationsprodukten ohne und mit Ammoniak sind schon 
eine ganze Anzahl beschrieben, so daB diese Fehlversuche 
nicht tiberraschten. Ihr nachstes Homologon a-Ketobuttersiure 
lieferte 58°/,, Trimethylbrenztraubenséure ein von uns schon 
friiher dargestelltes Pseudoleucin in Mengen von 30°/,. Um 
noch einen weiteren Typus zu priifen, haben wir dann Di- 
carbonsduren untersucht, und die beiden physiologischen Amino- 
siuren Asparagin- und Glutaminsiure in Mengen von 26 "l. 
bzw. 23°/, isolieren kénnen. — Damit war die Frage nach 
der Synthese der natiirlichen HiweiBspaltstiicke an 7 Beispielen 
von drei verschiedenen Typen positiv beantwortet, den ali- 
phatischen Aminomonocarbonsauren, den Aminodicarbonsiuren 
und den cyclischen Aminosiuren. Betreffs der Diaminosauren 
liegen ganz andere Verhiltnisse vor, denen man nicht auf 
gleiche Weise nachgehen kann. 

Zunachst legte die alte Frage: warum alle Aminosauren 
a«-Aminosiuren sind, die Untersuchung nahe, wie sich unter 
gleichen Bedingungen #- und y-Ketonsiuren verhalten wirden? 
Das Ergebnis war das Folgende: Statt der freien Acetessig- 
siure haben wir den Ester gepriift und dabei eine #-Amino- 
siure nicht isolieren kénnen.') In der aromatischen Reihe 
lieferte Benzoyl—Essigsiure: Oxy- und Aminosaure zu gleichen 
Teilen, je 30°/,. In der Reihe der y-Ketonsiuren ergab 
Livulinsiure 30°/, Aminosiure und 20°/, Oxysaiure in Form 
des Lactons, bei der Benzoyl—Propionsiure erhielten wir ein- 
mal 50—60°/, unverindert zuriick, als 1 Molekiil Wasserstofi 
verbraucht war. In einem anderen Falle konnte nach Verbrauch 
von 2 Molekiilen Wasserstoff 60 °/, der véllig hydrierten Pheny!- 





1) Vermutlich spielt hier die Esterform eine Rolle — auch der 
Ester der Oxalessigsiure, die ja zugleich eine 6-Ketonsiure ist, lieferte 
im Gegensatz zur freien Siéiure keine Asparagiasaure. , 
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buttersiure gewonnen werden.') Als wir ein drittes Mal nach 
einem Verbrauch von 1,5 Molekiilen abbrachen, fand sich als 
Hauptprodukt 50°/, Lacton. Niemals wurde in diesem Falle 
ein stickstoffhaltiges Produkt gewonnen, das als Aminosiure 
angesprochen werden konnte. Ebens overhielten sich Benzal- 
und Benzyl—Lavulinséure. Die erstere lieferte nur das ge- 
sittigte, aber kein amidiertes Produkt. Es ergibt sich so, 
daB die Hydrierung in f# und y offenbar viel schwerer oder 
gar nicht vor sich geht, und das kann es uns verstindlich 
machen, daB wir in der Natur neben den w-Aminosaduren nur 
ganz vereinzelt Homologe finden, die die Aminogruppe an 
anderem Orte aufweisen — und fiir diese ist in einzelnen 
Fallen bereits eine Entstehung aus «@-Aminosiuren er- 
wiesen. 

Weiter interessierte uns die Frage nach dem Reaktions- 
mechanismus. Wenn hier zwei Méglichkeiten bestanden, wie 
sie schon oben in den Formeln der Imino- und der Oxyamino- 
siure ausgedriickt sind, so wiirden in ersterem Falle eine 
C—N-Doppelbindung hydriert, im zweiten Falle eine Hydroxyl- 
gruppe durch H ersetzt worden sein. Die Frage, welche 
Kérper im Abbau entstehen, lieB sich bisher nicht priifen.*) 
Fir die Synthese ergab sich im folgenden die Méglichkeit 
einer Priifung: Iminosiuren mit C:N-Doppelbindungen lieBen 
sich bei Kondensationen mit Ammoniak und Methylamin 
denken, nicht aber mit Dimethylamin, waihrend Oxyamino- 
siuren sich mit allen drei Basen in gleicher Weise bilden 
kénnten. Lieferten alle drei gleiche Resultate, so sprach das 
gegen eine Hydrierung von Doppelbindungen, reagierte aber 
nur Ammoniak oder Methylamin, Dimethylamin aber nicht, 
so konnte das als Beleg fiir die Notwendigkeit einer (mindestens 
intermediiren) Bildung von Iminosiuren gedeutet werden. Der 
Versuch entschied fiir diese Auffassung. Zwar lieBen sich 
sehr verschiedenartige, zum Teil sehr merkwiirdige Beob- 





1) Auch der Tierkérper vermag in dieser Siure CO zu CH, zu 
reduzieren (Knoop, a.a 0.) 

%) Vgl. hierzu die wertvollen Arbeiten von Wieland, Liebig, 
Ann. der Chem. Bd. 489, S. 201 (1924), tiber Versuche in vitro. 
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achtungen machen, die zu verfolgen interessant sein wird, aber 
wir konnten weder im Falle der Phenyl—Glyoxylsiure, noch 
dem der a-Ketobuttersiure, die beide mit Ammoniak und 
Monomethylamin am reichlichsten die entsprechenden Amino- 
siuren lieferten, die gesuchten Dimethylaminosauren finden. 
Die aromatische Séure lieferte gar kein amidiertes Produkt, 
sondern statt dessen in reichlicher Menge die Oxysaure, die 
aliphatische zwar ein stickstoffhaltiges, aber von ganz anderer 
Art und Zusammensetzung (vgl. unten). — Will man diesen, 
vorerst nur an 2 Beispielen beobachteten Tatsachen die 
Bedeutung eines Beweises zusprechen, so kann man sagen: 
Hydriert wird offenbar nur das System einer Doppelbindung 
zwischen N und C, das vielleicht dort, wo es méglich ist, mit 
dem einer Oxyaminosiure in einem Gleichgewichtsverhiltnis 
steht. Und will man dieser Deutung auch Geltung zusprechen 
fir den umgekehrten Weg und sie auch auf den Mechanismus 
des oxydativen Abbaues iibertragen, so kann man darin einen 


¢; Beleg fiir die Wielandsche Dehydrierungstheorie erblicken: 


| Aminosiuren gehen dann unter Abspaltung von 1 Molekiil 
|| Wasserstoff in erster Phase in Iminosaiuren tiber. Damit wird 
‘ gugleich begreiflich, warum einerseits in der Natur «-Di- 
methylaminosiuren nicht bekannt sind, andererseits weshalb 
in den friheren Versuchen von Friedmann die gleichen 
synthetisch gewonnenen Dimethylaminosiuren sich im Tier- 
kérper als fast unverbrennlich erwiesen haben. Hine Zusammen- 
fassung dieser verschiedenen Gesichtspunkte wird der Auf- 
fassung der Oxydationsreaktionen als Dehydrierungen und 
damit der Wielandschen Theorie gewiB neue Freunde ge- 
winnen. Wir glauben in dieser auf die Synthese begriindeten 
Auffassung von dem Abbau der Aminosauren einen Beleg fiir 
ihre Giltigkeit, wenigstens fiir den hier vorliegenden Fall der 
Aminosiuren gefunden zu haben. 

Wenn wir in vielen Fallen Ausbeuten von #/, der Theorie 
erhielten, so beweist das mit Sicherheit, daB die Hydrierung 
der C=-N-Bindungen leichter vor sich geht als die der C—O: 
Bindung in der Carbonylgruppe der Ketonsaéuren, denn sonst 
miiBte das Hauptprodukt die Oxysaure sein. Ist also Ammo- 
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niak zugegen, wenn irgendwo im Pflanzen- oder Tierkérper 
Ketonsiuren entstehen, so mu8 demgema8 — Ahnliche Bedin- 
dungen einer Reduktion vorausgesetzt —- zunichst die Amino- 
siure entstehen, und dltere Anschauungen, die nie erwiesen 
sind, nach denen sich Aminosduren erst aus den Oxysduren 
pilden sollten, werden damit hinfallig, -—- Es muB ferner das 


| System Ketonséure plus Ammoniak, sagen wir kurz Imino- 
| siure, wenn es leichter reduzierbar ist, im Organismus auch 


eine gréBere Oxydationskraft haben, als die Ketonsiure allein. 
Schon an dieser sind im Tierkérper in vielen Beispielen Re- 
duktionen beobachtet worden, die auf Kosten der Oxydation 
anderer Kérper vor sich gegangen sein miissen. Kann nun das 
System der Iminosiuren so leicht in Aminos&uren (zuriick-) 
verwandelt werden, so miissen die ersten Abbauphasen der 
KiweiBspaltstiicke andere, leichter oxydable Substanzen, z. B. 
Spaltstiicke der Kohlehydrate, mit denen sie zusammentrefien, 
oxydieren kénnen, indem sie selbst wieder reduziert werden. 


| Das kénnte uns die eiweiBsparende Wirkung der Kohlehydrate 


auch rein chemisch verstehen lassen. — Elementaren Wasser- 
stoff gibt es im Tierkérper nicht, wie in unseren Modell- 
versuchen. Wird dort reduziert, so geschieht es auf Kosten 
von Oxydationen anderer Objekte. Und ich glaube dafiir ein 
Beispiel beschrieben zu haben, das mit Isolierung von Reduk- 
tions- und Oxydationsprodukt ein klares Paradigma dafiir dar- 
stellt, wie solche Prozesse im Tierkérper vor sich gehen, indem 
eine Substanz die andere oxydiert und selbst dabei reduziert 
wird. Dieses Beispiel ist die Bildung von Acetylphenylamino- 
buttersiure aus der Aminosiure, wenn der Tierkérper die beste 
Ausbeute bei gleichzeitiger Darreichung von Brenztraubensdure 
liefert. Hier wird die Aminosiure in der ersten Abbauphase 
za dem hier naher untersuchten System der Iminosaure. Und 
diese reagiert mit Brenztraubensidure, indem sie ihr Oxydations- 
potential auf diese tibertrigt und sie zu Essigsaure oxydiert, 
selbst aber zur Aminosiure reduziert wird, die dann die 
Essigsiure als Acetylrest anlagert. _Acetylphenylaminobutter- 
siure wurde dann als Endprodukt dieses Prozesses im Harn 
ausgeschieden. 
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Wen solche Vorstellungen zu weiteren Spekulationen an- 
regen, der kinnte sich die Frage vorlegen, ob diesem System 
(und damit allen Aminosiuren) nicht geradezu die Ligen- 
schaften eines neuen, dem Hopkins’schen Glutathione ent- 
sprechenden organischen Sauerstoffiibertragers 1) zuakommen, und 
wir ein Modell vor uns haben, das Sauerstoff aufnehmen und 
abgeben kann und den ProzeB dieser Oxydation immer zu 
wiederholen vermag, so oft die Aminosiureoxydase das System 
regeneriert — &hnlich wie Ferro- bzw. Ferrisalz bei An- 
wesenheit von Sauerstoff und oxydabler Substanz. 

Kine kurze thermodynamische Betrachtung lehrt, dab 
diese Reaktion, als ganze betrachtet, ausgesprochen exo- 
therm verliuft. Wieland hat gezeigt®), daB der Uber- 
gang von Alanin in Brenztraubensiure und Ammoniak nur 
16,4 Cal. frei werden 148t pro Mol. Da Brenztraubensaure 
eine molare Verbrennungswarme von 280 Cal. (Wieland, be- 
stiitigs von Blaschko), Essigsiure eine solche von 209 Cal. 
hat, so werden bei dem Oxydationsvorgang der einen Seite 





1) Ich vermeide hier das Wort Katalysator, weil man diesen bislang 
gern als selbst unveriinderlich anzusehen pflegte. Mir scheint, man hat 
Grund, davon abzukommen, und so vielleicht auch Veranlassung, sich 
mit dem analog definierten Begriff des Fermentes nicht zu sehr fest- 
zulegen, wenigstens solange wir solche nicht chemisch rein in Hinden 
haben. Vielleicht sehen manche intermediir wirksame ,,Fermente aus 
wie dieses Modell einer Iminosiure. 

*) Wieland, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 439, S. 208 (1924). 
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71 Cal. frei, bei der reduktiven Amidierung aber nur 16,4 Cal. 
gebunden. Dieser Reaktionsmechanismus pat sich also den 
Vorstellungen itiber die Thermodynamik des Tierkérpers im 
ganzen vorziglich ein. 

DaB die Bedingungen zur Oxysiurebildung an sich durch- 
aus gegeben sind, beweist die Tatsache, daB dort, wo die Ami- 
dierung aus einem der obigen Griinde nicht gelingt, z. B. mit 
Dimethylamin, dann die Hydroxylierung an die Stelle der Ami- 
dierung tritt und tatsichlich statt der Aminosiure die Oxysaure 
gewonnen wird. So bei der Phenylglyoxylsiure, die mit Di- 
methylamin 55°/, Mandelsaure liefert, und bei der Trimethy]brenz- 
traubensiure, die schon mit Monomethylamin 70°/, Trimethyl- 
milchsiure bildet. Aber dieselbe Phenylglyoxylsaiure, die bei 


| Anwesenheit einer zur Amidierung unfahigen Base zur Oxy- 


siure hydriert wird, liefert mit Ammoniak und Monomethyl- 


) amin in der kiirzesten Zeit iiber 60 °/, Amidierungsprodukt. 


Bi 


Das zeigt deutlich, wieviel leichter die reduktive Amidierung 
verliuft, als-die Hydrierung zur Oxysiure.') Die Vorstellung, 


| daB zunachst die Oxysiure gebildet wird und diese erst —OH 


» gegen —NH, austauscht, kann danach nicht mehr gelten, Auch 


im Tierversuch lieferte uns ja die Oxyséure viel weniger 


| Aminosaéuare, als die Ketonsiure. — Die Phenylketobuttersdure 


zeigte mit Methylamin ein abweichendes Verhalten: sie lieferte 
keine Aminosiure, sondern ein Pinakon, die «,@-Di(phenyl- 
aithyl-)weinsiure. Hier fihrt also unsere Versuchsanordnung 
zur Bildung von Oxysaiuren und Kondensation von C-Ketten. 





) Sie kostet auch weniger Energie: Die mol. Verbrennungswirmen 
von Alanin (888), Brenztraubensiiure + NH, (280 + 91,6) und Miilch- 
siure + NH, (325 + 91,6) zeigen, da8B die Hydrierung unseres Gemisches 
nur 16,4 Kal. erfordert, wihrend der Ubergang von Brenztraubensiure 
in Milchsiure allein schon 45 Kal. benétigte, von denen 28,6 wieder 


| frei wiirden, wenn Milchsiure + NH, in Alanin iiberginge. Solche 


Reaktionen sind den Zellen im Prinzip gewiB nicht unméglich, sie 
stellen aber Umwege dar, die bei der ganzen Lage der Frage wenig 
Wahrscheinlichkeit fiir sich haben. — Diese Zahlen lassen zugleich 
umgekekrt die oxydative Desaminierung als physiologische Abbau- 


| reaktion des Tierkérpers sehr begreciflich erscheinen, denn die hydro- 


ytische wiirde in ihrer ersten Phase endotherm verlaufen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVIII. 20 
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Nimmt man statt Methylamin Ammoniak, so entsteht fast 
ohne Oxysaurebildung 65°/, Aminosaure. 

Gerade diese Leichtigkeit der Aminosaurebildung ist es, 
die uns die hier mitgeteilten Versuche als so wertvoll fiir die 
Annahme ihres Vorkommens in der Natur erscheinen lift. 
Ohne jede Zufuhr von Wirme, ohne Uberdruck, manchmal 
fast mit der berechneten Menge Wasserstoff, entsteht dic 
Aminosiure selbst in der einer Zellorganisation gegeniiber so 
rohen Anordnung dieser Versuche. Wir persdnlich haben 
deshalb keinen Zweifel, daB wir diesen Reaktionsmechanismus, 
der so viele Tatsachen unter einheitlichen Gesichtspunkten zu. 
sammenzufassen und zu verstehen erlaubt, als den der natiir. 
lichen Aminosauresynthese ansehen diirfen. 





Experimenteller Teil. 


Die Versuchsanordnung war die iibliche in der Schiittel- 
birne.') Die Hydrierung fand bei gewéhnlicher Temperatur 
im ungeheizten Raume (im vergangenen Winter 10—15° () 
und ohne Uberdruck statt. Der gewaschene Elektrolytwasser- 
stoff wurde tiber alkalischer Hydrosulfitlisung im MeBbehilter 
aufgefangen und kam ungetrocknet zur Verwendung. Als 
Katalysator nahmen wir urspriinglich Platin, spater Palladium, 
konnten zwar keinen wahrnehmbaren Unterschied finden, gaben 
aber zuletzt Palladium den Vorzug, da bei langerem Schiitteln 
Platin zum Teil als Sol aufgenommen wurde. Die Dar- 
stellung der Katalysatoren erfolgte nach Willstaitter’) bzw. 
Feulgen.*) 

Als Lésungsmittel wurde 20—-25°/,ige alkoholische oder 
waiBrige Ammoniak-, bzw. Aminlésung verwandt. GréBere Kon- 
zentrationen gaben keine besseren Resultate an Aminosduren. 
Wir figen folgende Beispiele an: : 





1) Willstatter, Chem. Ber. Bd. 45, S. 1471 (1912). 
2) Willstatter, Chem. Ber. Bd. 54, S. 122 (1921). - 
8) Feulgen, Chem. Ber. Bd.'54, 8. 860 (1921). 
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Hydrierung von a-Ketobuttersaure. 
Die e-Ketobuttersiure wurde durch Kombination der An- 


| gaben von Wislicenus und Arnold’) und von Mebus?) 
| dargestellt, die Methyloxalessigester mit verdiinnter Schwefel- 
siure spalten. 


In 25°/,iger alkoholischer Ammoniaklésung: 

3g der Ketosiure werden in 25 com des Lésungsmittels , 
mit 1 g Pd-Schwarz geschiittelt. Nach 2 Stunden waren un- 
gefihr 80°/, der auf 1 Mol H, berechneten Menge verbraucht. 
Vom Palladium abfiltriert, wurden Ammoniak und Alkohol 
abgedunstet, wobei 1,3 g reine Aminobutterséure auskrystalli- 
sierten. Beim weiteren Einengen auf dem Wasserbad wurden 
noch 0,45 g erhalten, die aus verdiinntem Alkohol umkrystalli- 
siert wurden. Ausbeute 58°/, der Theorie. 

Pregl-Dumas: 5,82mg (100°) Substanz gaben bei 19° C und 
738 mm 0,71 cem N,. 

Fir C,H,O,N: Ber. 13,6°/, N Gef, 13,54, N. 


In 22°/,iger waBriger Ammoniaklisung: 
Der Hydrierungsverlauf war hier derselbe. Beim Einengen 
der vom Pd abfiltrierten Lésung auf dem Wasserbad wurden 


| 3 Fraktionen reiner Aminosiure mit 56°/, Ausbeute erhalten. 


In 21°/,iger alkoholischer Methylaminlésung: 

3,2 g kryst. e-Ketobuttersiure wurden in 20 ccm des Lé- 
sungsmittels unter leichter Kiihlung in der Birne gelést und 
mit 1 g Pd-Schwarz geschiittelt. Der Wasserstoffverbrauch 
stand nach 21/, Stunden still und entsprach ungefihr der 
Theorie von 1 Molekiil H,. Vom Palladium abfiltriert, wurde 
Alkohol nnd iiberschiissiges Methylamin im Vakuum entfernt, 


| Riickstand mit 50 ccm Wasser versetzt, mit verdiinnter 


Schwefelsiure angesiuert und ausgedthert. Dann wurde die 
waBrige Lésung mit einem Uberschu8 von Baryt bis zum 


| Verschwinden des Methylamingeruchs gekocht, Ba” mit verd. 
| H,SO, quantitativ entfernt und Filtrat eingeengt. Wahrend 





1) Wislicenus u. Arnold, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 246, 8. 329 
(1888). | | 
*} Mebus, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 26, S. 483 (1905). 
20* 
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durch Ather nichts aufgenommen worden war, krystallisierten § 
aus der waBrigen Liésung 2,6 g Methylaminobuttersiure aus, 
die entsprechend den Angaben der Literatur bei 110° 0,3 ¢ § 
Krystallwasser verloren und dann bei 280° sublimierten. Aus 
verd. Alkohol mit etwas Tierkohle umkrystallisiert. Ausbeute 
62 °/,. 

Pregl-Dumas: 4,73 mg (110°) Substanz gaben 0,484 ccm N, bei & 
14° C und 785 mm. : . 

Fir C,H,,0,N: Ber. 11,96%/, N Gef. 11,779/, N. 


In 20°%,iger alkoholischer Dimethylaminlésung; 

3,5 g o«-Ketobuttersiure wurden in 25 ccm des Lésungs- 
mittels mit 1,2 g Pd-Schwarz geschiittelt. Nach 2 Stunden 
war der theoretische Wasserstoffverbrauch erreicht. Die Auf- 
arbeitung erfolgte in oben beschriebener Weise, wobei wieder 
keine atherléslichen Produkte erhalten wurden. Die waBrige 
Lisung nahm iiber H,SO, Sirupkonsistenz an und reagierte F 
stark sauer. Zur Reinigung tiber das Kupfersalz') wurde mit | 
50 com Wasser verdiinnt und 4 Stunden mit einem Uberschub 
von frisch gefailltem Kupferhydroxyd auf 80° erwarmt. Die 
tiefblaue, filtrierte Lésung schied im Vakuum iiber Schwefel- 
siure nach 4 Tagen kraftige, tafelférmige Krystalle ab, die mit 
warmem Aceton von anhaftendem 01] gereinigt wurden. 

0,3240 g Substanz verlieren bei 110° 0,0941 g H,O = 29,0°/,. 

0,2184 g (110°) Substanz gaben 0,0929 g CuO = 34,77, Cu. 


7,18 mg (110°) ‘e » 0,18cem Ny, bei 16°C und 734 mm F 
= 2,889/, N. 


Fiir das Cu-Salz der Dimethylaminobuttersiiure berechnen sich fF) 


19,47°/, Cu und 8,65°%, N. 


Da es sich offensichtlich um einen ganz andersartigen 
Kérper handelt, haben wir uns mit dieser Substanz vorerst ff 
nicht weiter beschiftigt. 


Hydrierung von Trimethylbrenztraubensaure. 


Durch Oxydation von Pinakolin mit alkalischer Perman- 
ganatlésung nach Gliicksmann?) dargestellt. 





1) Duvillier, Bl. (8) Bd. 35 §. 156 (1906). 
*) Gliicksmann, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 10, S. T71 (1889). 
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In 25°/,iger alkoholischer Ammoniaklésung: 

5 g Trimethylbrenztraubensiure wurden in 30 ccm des 
Lésungsmittels mit 1,5 g Pd-Schwarz geschiittelt. Die Wasser- 
stoffaufnahme hatte nach 4 Stunden 90°/, der Theorie erreicht. 
Die rot gefirbte Flissigkeit wurde vom Palladium abfiltriert 
und auf dem Wasserbad bei 50° eingeengt, wobei 0,7 g ana- 
lysenreines Pseudoleucin ausfielen. Aus der Mutterlauge wurden 


) noch 1,9 g als Toluolsulfoprodukt, entsprechend 0,8 g Pseudo- 


leucin gewonnen. Ausbeute: 30°/,. Die EHigenschaften und, 


 dargestellten Derivate stimmten mit den friher erhaltenen 
iiberein.*) 


In 21°/,iger alkoholischer Methylaminlésung: 
5g Trimethylbrenztraubensiure wurden in 30 ccm des 
Lésungsmittels mit 1,5 g Pd-Schwarz geschiittelt. Der Wasser- 


q stofiverbrauch, der anfangs normal verlief, hérte nach 50°/, 


der Theorie auf und konnte erst nach zweimaliger Zugabe von 
je 0,5 g Palladium auf 80°/, gebracht werden. Dauer sechs 
Stunden. Bei der schon beschriebenen Aufarbeitung wurden 
aus der atherischen Lésung 3,5 g einer schweren Fliissigkeit 
erhalten, die N-frei war, bei 182° (740 mm) .iberdestillierte 
und in der Vorlage erstarrte. Auf Ton getrocknet Schmelz- 
punkt 87—89°. Es waren also 70°/, Trimethylmilchsaure er- 
halten worden. 

In 22°/,iger wiBriger Methylaminlésung wurden dieselben 
Beobachtungen gemacht. 


Hydrierung von Oxalessigsaure. 


Die Darstellung der Oxalessigsiure erfolgte nach den An- 
gaben von Wohl und C. Oesterlin?) vom Diacetylweinsdure- 
anhydrid ausgehend, iiber das Pyridinsalz des Oxymaleinsiure- 
anhydrids. Der Schmelzpunkt des aus Aceton—Benzol mehr- 
fach umkrystallisierten Produktes war 180°, entsprach also 
der Oxyfumarsiure.*) : 





1) Knoop u. Landmann, Diese Zs, Bd. 89, 8. 157 (1914). 
*) Chem. Ber. Bd. 34, S. 1144 (1901); Bd. 40, S. 2808 (1907). 
*) Chem. Ber. Bd. 40, S. 2282 (1907). 
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3 g Oxalessigsiure wurden in 30 ccm 25°/,igem alkoholi- 
schen Ammoniak unter Kihlung gelést und mit 1,5 g Pd- 
Schwarz geschiittelt. Die Wasserstoffaufnahme hatte nach 
1°/, Stunden 50°/, der Theorie erreicht und ging dann in 
stark vermindertem Tempo weiter. Weder weitere Zugabe 
von Palladium, noch voriibergehendes Schiitteln bei Luftzutritt 
konnte eine Beschleunigung erzielen. Nach 6 Stunden war 
die Wasserstoffaufnahme mit einem Verbrauch von 90°/, der 
Theorie zu Ende. Palladium wurde abfiltriert') und Filtrat 
auf dem Wasserbad eingeengt. Hs krystallisierten 0,8 = 26°), 
Asparaginsiure aus, die durch Uberfithrung in Apfelsiure mit 
salpetriger Siure naher identifiziert wurden. Aus der Mutter- 
lauge konnte keine weitere Krystallisation erreicht werden. 


Hydrierung von «-Ketoglutarsaure. 


Zu ihrer Darstellung wurden die Angaben von W. Wis- 
licenus und Waldmiller’) bzw. E. Blaise und Gault’) 
benutzt, wonach der durch Kondensation von Oxalester mit 
Bernsteinsiurediathylester erhaltene Oxalylbernsteinsiuretri- 
athylester mit starker Salzsiure gespalten wird. Zur Ge- 
winnung des Oxalesters wurde das einfache Verfahren von 
Hultmann, Davis und Clarke‘) mit recht gutem Erfolge 
benutzt. 


In 25°, iger alkoholischer Ammoniaklésung: 

5 g a-Ketoglutarsiure wurden in 40 com des Lésungs- 
mittels mit 1,5 g Pd-Schwarz geschiittelt. Auch hier wurde 
ein starkes Nachlassen in der Geschwindigkeit der Wasserstofi- 
aufnahme nach einem Verbrauch von 50°/, der Theorie beob- 
achtet. Nach 8 Stunden waren 95°/, des berechneten Wasser- 
stoffverbrauchs aufgenommen. 

Aus der wiBrigen Lésung krystallisierten tiber Schwefel- 
siure 1,1 g = 23°/, Glutaminsaure aus. Die Mutterlauge lieferte 
keine Krystallisation mehr. 


1) Das abfiltrierte Pd reduzierte in 15 Minuten 3g Zimtsiure. 
2) Chem. Ber. Bd. 44, S. 1564 (1911). 

3) C. r. Bd. 147, S. 199 (1908). 

*) Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 48, S. 366 (C. 1921, I. 991). 
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Kjeldahl: 0,2435 g Substanz brauchen 16,23 ecm n/10-HCIl. 
Fir C,H,O,N: Ber. 9,52°/, N Gef. 9,33°/, N 


In waBriger 22°/,iger Ammoniaklésung wurden dieselben 


| Beobachtungen gemacht und 1,2 g = 25°/, Glutaminsaure er- 


halten. 

In 21°/,iger alkoholischer Methylaminlésung: 

5 g a«-Ketoglutarsiure wurden in 40 ccm Lésungsmittel 
mit 1,5 g Platinschwarz geschiittelt. Nach 10 Stunden waren 
90°/, des berechneten Wasserstoffverbrauchs aufgenommen. 
Die vom Platin abfiltrierte Lésung wurde in beschriebener 
Weise aufgearbeitet. Durch Ather war nichts aufgenommen 
worden. Die wiaBrige Lésung schied im Vakuum ier 
Schwefelsiure nach einigen Tagen 1,1 g Methylglutaminsaéure = 


| 20°/, aus, die aus Wasser und Alkohol umkrystallisiert wurden. 


Schmelzp. 154°. 
Schmeckt abnlich der Glutaminsdiure. Ihre Léslichkeit 
entspricht der racem. Glutaminsaure. : 


Titration: 0,1462 g Substanz brauchen 9,2 com n/10-NaOH. 
Mol.-Gew. Ber. 161 Gef. 159 


Pregl-Dumas: 8,9 mg Substanz (i. V.) gaben 0,30 cem N, bei 


18°C und 740 mm. 


Fir C,H,,0,N: Ber. 8,69°/, N Gef. 8,78°/, N 


Hydrierung von Lavulins&ure. 

4g Lavulinsaure ,.Kahlbaum“ werden in 30 com 25°/,iger 
alkoholischer Ammoniaklésung mit 1,5 g Pd-Schwarz ge- 
schiittelt. Der Wasserstofiverbrauch war nach 314/, Stunden 
80°/, der Theorie. Die Aufarbeitung erfolgte in bekannter 
Weise. Der Atherextrakt lieferte 20°/, -Valerolacton 
(Siedep. 206—210°. Aus der waBrigen Lésung wurden 1,2 g 
y-Amidovaleriansiure = 30°/, erhalten. Schmelzp. 193° 


Pregl-Dumas: 5,86 mg Substanz (i. V.) gaben bei 20° C und 
745 mm 0,617 eem Ng. 
Fir C,H,,O.N —_— Ber. 11,96°/, N Gef. 12,02°/, N 


Hydrierung von Acetessigester. 


5 g Acetessigester werden in 40 ccm 26°/,igem alkoholi- 
schem Ammoniak mit 1,5 g Pd-Schwarz hydriert. Verbrauch 








310 F. Knoop und Hubt. Oesterlin, 


war nach 4 Stunden 80°/, der Theorie. Der dunkel gefarbte 
Sirup, der beim Vertreiben des Alkohols und Ammoniaks im 
Vakuum erhalten wurde, wurde 2 Stunden mit Baryt gekocht, [ 
Ba” quantitativ gefallt und Filtrat tiber H,SO, eingeengt, 
Hierbei trat weder Krystallisation ein, noch konnte aus der 
alkalisch gemachten Lésung mit Toluolsulfochlorid gebildete 
Aminosiure gewonnen werden. 


Hydrierung von Phenylglyoxylsaure. 


Die Darstellung erfolgte teils durch Verseifung von Ben- 
zoylcyanid, teils durch Oxydation von Acetophenon mit alkali- 
scher Permanganatlésung, wobei letztere allerdings eine ge. 
ringere Ausbeute, aber ein sehr reines Praparat lieferte. 


In 23°/,igem alkoholischen Ammoniak: 

5 g Phenylglyoxylsiure wurden in 30 ccm des Lésungs- 
mittels mit 1g Pt geschiittelt. Nach 2 Stunden war der 
theoretische Wasserstoffverbrauch eingetreten. Die gebildete 
Aminosiure schied sich zum grofen Teil schon wahrend der 
Hydrierung aus und wurde mit dem Katalysator abfiltriert. 
Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad eingeengt und mit 
einigen Tropfen Eisessig versetzt, die ungeléste Aminosiure | 
filtriert und mit dem ersten Anteil aus Wasser umkrystalli- 
siert. Ausbeute 3 g = 60°/, Phenylaminoessigsiure. Schmelz- | 
punkt 256°. Aus der Mutterlauge konnten noch 10°/, Mandel- 
siure gewonnen werden. 


Kjeldahl: 0,3022 g Substanz brauchen 20,7 cem n/10-HCl. 
Fiir C,H,0,N: Ber. 9,27°/, N Gef. 9,5°/, N 


In 21°/,iger alkoholischer Methylaminlésung: 

5g Phenylglyoxylsiure wurden in 30 ccm des Lésungs- 
mittels mit 1g Pt geschiittelt. Bis zum theoretischen Ver- 
brauch an Wasserstoff wurde 2'/, Stunden geschiittelt. Die 
Aufarbeitung war dieselbe, wie schon mehrmals beschrieben. 
Erhalten wurden 3,7 g = 68°/, N-Methylphenylaminoessigsaure 
(Schmelzp. 274°), die zur Analyse aus kochendem Wasser und 
einigen ‘'ropfen Ammoniak umkrystallisiert wurden. — 
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Pregi-Dumas: 7,32 mg Substanz (i. V. gaben bei 28° und 738 mm 
0,567 ccm N,. 

Fiir C,H,,0,N: 8,48°/, N Gef. 8,45°/, N 

Das Toluolsulfoderivat schmilzt nach Umkrystallisation aus 
Benzol—Petrolither bei 137—-138°. 


In 20°/,iger, alkoholischer Dimethylaminliésung: 

4g Phenylglyoxylsiure werden in 30 com des Liésungs- 
mittels mit 1 g Pd geschiittelt. Aus der Atherischen Lésung 
konnten 55 °/, Mandelsiure isoliert werden, die waBrige Lésung 
lieferte keine N-haltige Substanz. 


Hydrierung von Phenylbrenztraubensaure. 


Die Darstellung erfolgte nach den Angaben von Erlen- 
meyer jun.') und Hemmerle.?) 

In 23°/,igem alkoholischen Ammoniak: 

5 g Phenylbrenztraubensiure wurden in 30 ccm des Lé- 
sungsmittels mit 1 g Pt geschiittelt; die theoretische Wasser- 
stoffaufnahme war nach 2+/, Stunden erreicht. Aus dem Fil- 
trat des Pts fielen beim Einengen auf dem Wasserbad 3,1 g 
= 62°/, reines Phenylalanin aus. Schmelzp. 263°. Acetyl- 
produkt: Schmelzp. 152°.%) Die Mutterlauge ergab noch 
10°/, Phenylmilchséure vom Schmelzp. 97°. 

Pregl-Dumas: 5,735 mg (i. V.) gaben bei 23° und 738 mm 
0,44 cem N,. 

Fir C,H,,0,N: Ber. 8,48°, N  Gef. 841%, N 

In 21°/,iger alkoholischer Methylaminlésung: 

5g Phenylbrenztraubensiure wurden in 30 ccm des Lé- 
sungsmittels mit 1 g Pd geschiittelt. Dauer 2'/, Stunden. 
Nach Vertreibung des Methylamins mit Baryt und Fallung 
von Ba” mit verdiinnter Schwefelsiure fielen beim Hinengen 
3,2 = 60°/, reines N-Methylphenylalanin aus. Das Toluol- 
sulfoderivat schmolz nach Umkrystallisieren aus Benzol—Petrol- 
ather bei 94—97°. 

Kjeldahl: 0,8218 g brauchen 17,88 eem n/10-HCIl. 

Fir .C,,H,,0,N: Ber. 1,82° N Gef. 1,77°/, N 


4) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 271, S. 172 (1892). 
*) Ann. chim. Bd. [9] 7, 8. 226 (1917). 
3) Diese Zs. Bd. 146, S. 275 (1925). 
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Hydrierung von Phenyl-e«-Ketobuttersdure. 


Nach Fittig’) aus Zimtaldehydcyanhydrin*) gewonnene 
Phenyloxycrotonséiure wurde nach Fittig und Petkow’) in 
Phenyl-a-ketobuttersiure umgelagert. 


In 23°/,igem alkoholischen Ammoniak: 

6 g Phenylketobuttersiure (mit 17/, Mol Krystallwasser) 
wurden in 30 ccm des Lésungsmittels mit 1,2 g Pd geschiittelt. 
Die Aminosiure fiel zum gré8ten Teil wahrend der Hydrierung 
aus. Aus dem Filtrat konnte noch ein kleiner Teil erhalten 
werden. Ausbeute: 3,2 g = 65°/,. 

Kjeldahl: 0,2078 g verbrauchen 12,12 cem n/10-HC1. 

Fir C,,H,,0,N: Ber. 7,849, N Gef. 8,16%, N 


In 21°/,iger alkoholischer Methylaminlésung: © 

5 g Phenylketobuttersiure wurden in 30 ccm des Liésungs- 
mittels mit 1,5 g Pd geschiittelt. Die Wasserstoffaufnahme 
erreichte bald 50°/, der Theorie und hérte dann auf. Er- 
neuter Zusatz von Pd, Verdiinnung des Loésungsmittels oder 
Schiitteln mit Luft blieben ohne Erfolg. Bei der iiblichen 
Aufarbeitung wurden immer 50—60°/, des Ausgangsmaterials 
zuriickgewonnen, aber keine stickstoffhaltige Substanz. 


In 20°/,iger waBriger Methylaminlésung: 

3 g Phenylketobuttersiure wurden in 30 ccm Lésungs- 
mittel mit 1,2 g Pd geschiittelt. Der Wasserstoffverbrauch 
war regelmaBig und erreichte nach 2'/, Stunden die Theorie. 
Filtrat des Palladiums wurde im Vakuum von iiberschiissigem 
Methylamin und Alkohol befreit, in Wasser aufgenommen und 
angesiuert. Dabei schied sich ein Ol ab, das in Ather auf- 
genommen wurde. Ather getrocknet und verjagt. Riickstand 
aus Benzol umkrystallisiert. Schmelzp. 163°. Leicht léslich in 
Ather, Alkohol, Chloroform, Eisessig, heiBem Benzol. Schwer 





1) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 299, S. 28 (1898). 
*) Der Firma Schimmel & Co. méchten wir fiir die liebenswiirdige 
Uberlassung von Zimtaldehyd auch an dieser Stelle unsern Dank aus- 


sprechen. 
5) A. a. O. 
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léslich in kaltem Benzol und Petrolither. Unléslich in Wasser. 
N-frei. Ausbeute: 1,5 g = 50°/.. 

Titration: 0,1418 g verbrauchen 8,16 cem n/10-NaOH. Ag.- 

Gew. 175. — Berechnet: 180 fiir Phenyloxybuttersiure. Aber: 
Mol.-Gew.-Bestimmung nach Rast: 

19,0 mg in 0,1010 g Campher gaben eine Depression d = 21°. 

9,8 mg in 0,1034g __s=z, ee ‘s d = 9° 

20,0 mg in 0,1658¢g_—sC- ‘i Pa = 13,5° 

Darnach gef. M = 358, 353, 857. 

Es gelang nicht, ein Hydrazon herzustellen. Ebensowenig 
gelang die EKinwirkung von Acetylchlorid und p-Nitrobenzoyl- 
chlorid in alkalischer oder Pyridinlésung. 

Dagegen wurden nach der Methode von Zerewitinoff}) 
vier wirksame OH-Gruppen im Molekiil gefunden. 


0,1014 g gaben mit Methylmagnesiumjodid in Amyliather 24,26 cem 


CH, (0° und 760 mm reduz.). 
0,1080 g gaben mit Methylmagnesiumjodid in Amylather 27,11 ccm 


CH, (0° und 760 mm reduz.). 


Fir C,,H,,0,: Ber. 18,99°/, OH oder wirksame OH-Gruppen = 4. 
Gef. 18,2 u. 19,18°/, OH oder wirksame OH-Gruppen 
= 3,83 u. 4,04. 
Danach diirfte es sich um das Pinakon handeln, die Di- 
phenathylweinsaure: 
C,H,;CH,CH, - aes COH - CH,CH, - C oH 


boon boon 


Hydrierung von Benzoylessigsaure. 


Gewonnen durch Verseifung von Benzoylessigsiuredthyl- 
ester.2) Schmelzp. 104°. 

5 g Benzoylessigsiure wurden in 30 ccm 25°/,igem alko- 
holischen Ammoniak mit 1,5 g Pd geschiittelt. Nach 3 Stunden 
wurde der theoretische Verbrauch erreicht. Bei der seitherigen 
Aufarbeitung wurden 1,5 g = 30°/, Phenyl-@-alanin (234—235 
und 1,5g = 30°/, Phenyl-f-milchsiure (Schmelzp. 93°) erhalten. 





1) Chem. Ber. Bd. 40, 8S. 2023 (1907). 
*) Perkin, Soc. Bd. 45, 8S. 177 (1884). 
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Pregl-Dumas: 6,105 mg (i. V.) gaben 0,439 ecm N, bei 19° 
und 743 mm. 


Fir C,H,,0,N: Ber. 8,48, N  Gef. 8,22%, N 


Hydrierung von Benzoylpropionsaure. 


Durch Umlagerung von Phenyloxycrotonsiure in 7 °/, iger 
Salzsiure nach Fittig*) gewonnen. 

2,5 g Benzoylpropions’ure wurden in 25 ccm 25°), igem 
alkoholischen Ammoniak mit 1,2 g Pd geschiittelt. Nach 
1/, Stunde war 1 Mol H, verbraucht, die Aufnahmefahigkeit 
aber noch unverindert. Nach Abbruch der Hydrierung gelang 
es in 3 Versuchen nur 50°/, des Ausgangsproduktes zuriick- 
zuerhalten. Ein N-haltiges Produkt lieB sich nicht fassen. 

3 g Benzoylpropionséiure wurden im gleichen Medium ge- 
schtittelt; bis 11/, Mol H, verbraucht waren. Dabei wurden 
50 °/, Phenylbutyrolacton erhalten. Daneben kleine Mengen 
eines umkrystallisierten Produktes vom Schmelzp. 103°, das 
noch nicht naher identifiziert werden konnte. 

3 g Benzoylpropionsiure wurden im gleichen Medium ge- 
schiittelt, bis die Aufnahmefahigkeit zu Ende war, was nach 
21/, Stunden mit 2 Mol H, der Fall war. Aus dem Ather- 
auszug wurden 60°/, Phenylbuttersiure erhalten. Schmelzp. 48°. 
Kin Geruch nach Phenylbutyrolacton konnte nicht festgestellt 
werden. Stickstoffhaltige Substanz wurde in keinem Falle 
gefunden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine neue Aminosiuresynthese beschrieben, 
die nach dem Vorbild der im Tierkérper aufgefundenen durch 
katalytische Hydrierung von Iminosiuren, verwandt als 
Mischung von Ketonsaéure plus Ammoniak ausgeftihrt wird 
und bis zu 66°/, der Theorie an Ausbeute liefert. “~"’~ 

2. Da nur Ammoniak und Methylamin, nicht aber Di- 
methylamin auf diesem Wege die organische Fixierung des 
Stickstoffes erlaubt, reagiert das Gemisch vermutlich als 
Iminosaure, deren Doppelbindung Wasserstoff anlagert: 





') Liebig, Ann. der Chem. Bd. 299, 8. 28 (1898). 
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3. B- und y-Ketonsiuren lieferten z. T. sehr viel weniger, 


2.7. gar keine Aminosiure. In vielen Fillen, wo die Ent-" " 


stehung der Aminosaure Schwierigkeiten begégnet, ‘ entsteht 
anstatt der Aminosiure Oxysaure. Solche Reduktion zur 
Alkoholstufe;' ‘die im Tierkérper und bei den Bakterien viel- 
fach zu beobachten ist, geht danach “sicher schwieriger vor 
sich als unsere Aminosiuresynthese. Diese Leichtigkeit der 
Reaktion gerade zwischen dem einfachen Ammoniak und den 


- Oxosiuren der w-Reihe macht es wahrscheinlich, dab hier der 


natiirliche Weg der Aminosaurebildung gefunden ist. Sie gibt 
zugleich ein Verstindnis fir die Notwendigkeit der Harnstoff- 
bildung im Tierkérper. Denn wenn auch die Aminosiure- 
synthese dort: quantitativ wohl nur eine sehr bescheidetie Rolle 
spielen wird, so miissen doch, weil eine reversible Gleichgewichts- 
reaktion vérlié¢t, die Ammoniumionen erst besdéitigt” werden, 
bevor die Verbrennung der KiweiBspaltstiicke weitergeheti kaiin. 
Das wird efreicht durch ihre Uberfihrung in Harnstoff. 





Wir haben der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schaft fir ihre Unterstiitzung unseren aufrichtigen Dank aus- 
zusprechen. 














Berichtigung zu der Mitteilung ,,Untersuchungen 
fiber ¢-Amino-N-Carbonsaureanhydride. I.“?) 
Von 


F. Wessely. 








Auf 8. 86 Z. 12 v. 0. ist stutt ,Calciumcarbonat“ ,,Erd- 
alkalicarbonat“ zu setzen und ,,des Calciumsalzes“ zu streichen. 

Die FuBnote 2) der 8S. 86 ist folgend zu erganzen: 
M. Siegfried, Diese Zs. Bd. 44, S. 85 (1905); Bd. 54, S, 438 
(1908); Chem. Ber. Bd. 39, 8S. 397 (1906). 





1) Diese Zs. Bd. 146, S. 72 (1925). 



























Riesenzellen im Rippenmark 
Fig. 1. Meerschweinchen 1V, 5-mal stirkere 


Ratte XX. lineare VergréBerung als Fig. 3. 











Fig. 3 Fig. 4. ; 
Meerschweinchen IV Meerschweinchen II i 
Epiphysengrenze Epiphysengrenze : 
Der Pfeil bezeichnet die relative Lage der Figur 2 
zu Figur 3 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CXLVIII. Tafel I. | 
Zu ,v. Euler und Myrbick, Phosphat- und Caleiumgehalt im Blut von Meer- 


schweinchen und Ratten bei wechselnder Zufuhr von C- und A-Vitamin.“ 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 
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